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OZET

Klinik 6rneklerden izole edilen anaerop bakterilerin MALDI-TOF MS ve
Konvansiyonel Yontemle tanisi ve antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

Bu calismada hastanemizde degisik kliniklerden anaerop enfeksiyon siiphesiyle
gelen 359 klinik 6rnek igleme alinarak, anaerop bakterilerin izolasyonu, identifikasyonu
ve antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu 359 klinik 6rnegin
2’si laboratuvar reddetme kriterlerine gore isleme alinmamis, geri kalan 357 klinik
ornekten 95 anaerop bakteri izole edilmistir. Calismamizda 95 anaerop bakterinin
94’liniin cins veya tiir diizeyinde identifikasyonu yapilmigtir. 1 anaerop bakterinin
tanimlanmas1 ise Gram boyama diizeyinde yapilarak klinige bildirilmistir. Bakterilerin
identifikasyonunda klinik 6rnegin makroskopik ve mikroskopik incelemesinin yani sira,
identifikasyon diskleri ve MALDI-TOF MS (Matrix aracili lazer desorpsiyon-kiitle
spektrofotometrisi) kullanilmistir. 95 anaerop bakterinin 36’s1 pasaj ve antibiyogram
asamasinda tekrar {retilememistir. Bu ylizden kalan 59 anaerop bakteri i¢in
antibiyogram yapilabilmistir. izolatlarmn antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesi
icin E-test yontemi kullanilmis, antibiyogram sonuglart sefoksitin igin CLSI’a gore,
diger antibiyotikler i¢cin EUCAST e gore degerlendirme yapilmistir. izolasyon orani

diisiik bulundugundan istatistiksel degerlendirme yapilmamustir.

Anahtar Sozciikler: Anaerop, E-test, MIK, MALDI-TOF MS, Konvansiyonel



ABSTRACT

Laboratoary identification of anaerobic bacteria isolated from clinical
specimens by MALDI-TOF MS and conventional methods and determination of
their antibiotic susceptibilities

In this study, it was aimed to isolate and identify the anaerobic bacteria from
different clinical specimens (n: 359) submitted to our laboratory when an anaerobic
infection was suspected in patiens. In addition, the determination of antimicrobial
susceptibilities of isolated organisms was also planned. Of 359 clinical samples, the 2
samples were rejected when rejection criteria were applied. A total of 95 anaerobic
bacteria was isolated from the samples (n: 357) handled. Of these 95 isolates, 94 were
identified to genus or species level. The identity of the remaining isolate (n: 1) was
limited to their Gram stained characteristic and they were reported to the related clinic
only with this information. In identification process, both macroscopic and microscopic
examinations along with the use of a identification discs and MALDI-TOF MS (Matrix
assisted laser desorption mass spectrometry) system, were performed. Of the 95
anaerobic bacteria, 36 were not reproduced during the passage and antimicrobial
susceptibility testing phase. Thus, the antimicrobial susceptibility testing was made for
the remaining 59 anaerop bacteria. E-test method was used to determine antimicrobial
susceptibilities of isolates, antibiogram results were evaluated according to CLSI for
cefoxitin and EUCAST for other antibiotics. Statistical analysis could not be performed

due to low rate of isolation.
Key Words

Anaerobe, E-test, MIC, MALDI-TOF MS, Conventional
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1. GIRIS

Normal viicut florasinin dnemli bir kismini olusturan anaerop bakteriler, ciddi
ve hayat1 tehdit edici enfeksiyonlara yol agabildikleri i¢in biiyiik 6nem tasirlar. Diger
yandan anaerop enfeksiyonlarin mikrobiyolojik tanist her zaman miimkiin
olmamaktadir. Ozel iireme ihtiyaglar1 olan bu bakterilerin klinik &rneklerden izole
edilmeleri ve identifikasyonu olduk¢a zor ve zaman alict mikrobiyolojik ¢aligmalar
gerektirdiginden birgok rutin laboratuvarda anaerop bakterilere yoOnelik tanisal
calismalar yapilamamaktadir. Bu ylizden anaerop enfeksiyonlarin tedavisinde
genellikle mikrobiyolojik tani beklenmeksizin ampirik tedaviye baslanmaktadir.
Boyle durumlarda enfeksiyonun taninmasit kadar, tedavide tercih edilecek

antibiyotiklere iliskin bilgi sahibi olunmasi da ¢ok 6nemlidir[1].

Anaerop enfeksiyonlarin klinik anlamda tanimlanmasi c¢ok eskilere
dayanmaktadir. Oncelikle Hipokrat M.O.4’iincii yiizyilda tetanozu tanimlamus,
Antonie Van Leeuwenhoek ise 17. yiizyilin sonlarinda kendi gelistirdigi mikroskopta
gordiigii canlilarin oksijensiz ortamda hareketli oldugunu bildirmistir. 1861 yilinda
Pasteur, oksijensiz ortamda bazi bakterileri iiretmis, 1863’te mikroorganizmalari
aerop ve anaeroplar olmak iizere, oksijensiz ortamda iiremelerine gore ikiye
ayrrmugtir. Sonraki yillarda, baz1 Clostridium tiirlerinin izolasyonuna baglanmistir.
1800’1l yillarin sonunda anaerop bakteriyolojiye 6nemli katkilar1 olan Veillon ve
Zuber, 1930’larda ise Meleney ve Altemeier isimli iki cerrah anaeroplarla ilgili
caligmalarda bulunmuslar, anaerop bakterilerin kotii kokulu iltihapl yaralarda rolii
oldugunu belirtmislerdir. 20. yiizyilin baslarinda ise arastirmacilarin dikkatini
anaerop spiroketler ve fusiform bakterilerin neden oldugu g¢esitli enfeksiyonlar
¢cekmistir. Bu zamanlarda Schottmueller lohusalik hummasinin etkenin anaerop

koklar olabilecegi ve endojen kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir. [2, 3].

Gastrointestinal normal bakteriyel florasinin baskinkomponenti anaerop
bakterilerdir. Gaitanin bir graminda 10'> bakteri bulunur. Bunlarin biiyiik

cogunlugunu olusturan anaerop bakteriler 6zellikle kolon florasinda ¢ok miktarda



bulunurlar. Ayrica anaerop bakteriler, obstetrik-jinekolojik, intraabdominal, deri ve
yumusak doku, diyabetik ayak enfeksiyonlari1 gibi enfeksiyonlardan siklikla izole

edilir[4-7].

Malignite, diyabet gibi hastalarin immun suprese oldugu 6zel durumlarda,
doku biitiinliigiiniin bozulmasina neden olabilen cerrahi miidahale ve travma sonrasi
gibi durumlarda, anaerop mikroorganizmalar, submukozal ylizey ve damarlardan
gecis yaparak, floraya baskin olarak bulunduklar1 doku ve organlarda ciddi seyirli
hastaliklara neden olabilmektedirler. Bazi anaerop bakteriler ise daha ¢ok enzim ve
toksinleri ile hastalik yaparlar ve boylece bu bakteriler viicuttaki anatomik bariyerleri
asarak toksijenik ve septik sendromlara neden olurlar [3, 8]. Ayrica, anaerop
bakteriler, artan antimikrobiyal diren¢ ile birlikte morbidite ve mortalitesi yiiksek

enfeksiyonlara neden olabilmektedirler [9, 10].

20’nci ylizyilin ilk ¢eyreginde anaerop kosullarin saglanmasinda kullanilan,
anaerop bakterilerin izolasyonunda gerekli olan anaerop jarlar gelistirilmistir. 1960’1l
yillara kadar Clostridium tiirlerinden kaynaklanan enfeksiyonlar, anaerop bakterilerin
sebep oldugu enfeksiyonlar iginde en ¢ok incelenen grubu olusturmustur. Buna
neden olarak da sporsuz anaerop bakterilerin izolasyonunda yasanan zorluklar

gosterilmistir [2].

Viicutta gastrointestinal sistem, mukozal membranlar ve deri basta olmak
tizere viicudun pekc¢ok bolgesinde anaerop bakteriler normal bakteri florasi olarak

yer almaktadir [2, 3, 8].

Anaerop bakteriler viicutta flora elemani1 olarak bulunmakta, ¢esitli maddeler
sentezleyerek, enfeksiyon etkeni olabilen mikroorganizmalarin kolonizasyonunu
onlemekte, bunun yaninda bagisiklik sistemini dolayli olarak etkileyip viicuda yararlh

olmaktadir [2].

Hassas yapilar1 nedeniyle anaerop bakterilerin klinik 6rneklerden izolasyonu
zor olabildiginden, izolasyonun saglanabilmesi i¢in uygun kosullarda toplama,
tasima ve kiiltiir yontemleri gerekir. Anaerobik kiiltiirler zahmetli, uzun ve genelde

enfeksiyonlarin polimikrobiyal olmasi nedeni ile in vitro duyarlilik testleri rutinde



genellikle yapilmaz. Bu yiizden bu enfeksiyonlarin tedavisi ¢cogunlukla ampiriktir ve

anaerop etkinligi olan bir antimikrobiyal ajan igerir.

Anaerop bakterilerin antibiyotik diren¢ spektrumu son otuz yilda artmistir.
Glinlimiizde nitroimidazoller ve karbapenemler gibi giiclii antibiyotiklere kars1 bile
direng  gozlenebilmektedir ve bu direng bolgeler arasinda  degisiklik

gosterebilmektedir [11].

Anaerop bakteriler arasinda o6zellikle Bacteroides tlrlerinde goriilen direng

dikkat ¢ekicidir [12].

Bu calismada, DUTF (Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi) Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvarina gelen klinik 6rneklerden,
enfeksiyon etkeni olabilecek anaerop bakterilerin izolasyon oranlarinin klinik
materyallere gore belirlenmesi, izole edilen anaerop mikroorganizmalarin MALDI-
TOF MS ve identifikasyon diskleri ile tanimlanmasi ve bu mikroorganizmalarin E-
test yontemiyle antimikrobiyal direng profillerinin belirlenerek bundan sonraki
calismalara yol gosterecek silirveyans verilerinin elde edilmesi ve etkin tedavilere yol

gosterilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Anaerop Bakterilerin Tarihcesi

Insanlar, oksijensiz ortamda canlihigin var olabilecegine uzun siire ihtimal
vermemislerdir. Bir¢ok canlinin yasayabilmesi i¢in sart olan oksijen, anaerop
bakteriler i¢in toksik olmaktadir. Anaerop bakteriler oksijensiz ortamda yasayabilen

mikroorganizmalardir ve insanda flora elemani olan en yaygin bakterilerdir.

Hipokrat, ilk olarak M.O.4.yiizyilda tetanoz hastaligini tarif etmistir. Fakat
anaerop bakterilerin varliginin gdsterilmesi ve invitro olarak iiretilmeleri yiiz yillar
sonra olmustur. 17. Yiizyi1l’da, Antonie Van Leeuwenhoek gelistirdigi mikroskopla

oksijensiz ortamda yasayabilen ve hareketli olan canlilarin varligindan bahsetmistir.

Pasteur 1860’11 yillarda oksijensiz ortamda bazi mikroorganizmalari
tretmistir ve sonrasinda Clostridium cinsi bakteriler izole edilebilmistir. 1877°de
Pasteur ve Jubert beraber yaptigi ¢alismalarin sonucunda Clostridium septicum’u
tretmistir. 1800’14 yillarin sonunda, Veillon ve Zuber, anaerop bakterilerin kotii
kokulu akmtilar ve cesitli enfeksiyonlar ile iliskili oldugundan bahsetmislerdir.
1960’11 yillara kadar anaerop bakterilerle ilgili ¢alismalar 6zellikle Clostridium cinsi
lizerine yogunlasirken, giiniimiizde anaerop bakterilerin antimikrobiyal tedaviye

yanitlariyla ve viriilans 6zellikleri ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir [13-15] .
2.2 Oksijen Ihtiyacina Gore Bakteriler

Aerobik solunumda atmosferdeki oksijen son hidrojen alicisiyken, anaerobik
solunumda son hidrojen alicisi, oksijen disinda, N, S ve C gibi maddeleri kullanarak
H,S, NH; ve CH4 gibi iirlinler olusturan maddelerdir. [16] Anaerop bakteriler
fermentasyon yoluyla ihtiyaci olan enerjiyi saglarlar ve oksijeni terminal elektron
alicis1 olarak kullanamazlar. Molekiiler oksijen anaerop bakterilerin pek¢ogu icin

farkli derecede oldiiriicii etki gosterir.

Bakterileri oksijen ve karbondioksit ile olan iliskilerine gore asagidaki gibi

smiflandirmak miimkiindir [13, 17, 18].



1. Zorunlu aerop bakteriler: Bazi bakteriler oksijensiz ortamda ya hig
tireyemezler ya da cok zayifiirerler. Bunlara zorunlu aerop bakteriler denir.
Pseudomonas, Bacillus, Legionella cinslerinin iiyeleri ve bu gruba Ornek olarak

verilebilir.

2. Fakiiltatif anaerop veya fakiiltatif aerop bakteriler: Hem oksijensiz hem de
oksijenli ortamda {iireyebilen bakterilerdir. Aerobik solunumu, oksijen varliginda
enerji elde etmek i¢in kullanirlarken, oksijen yoklugunda ise fermentasyon yada

anaerobik solunumu kulanirlar.

Oksijenli ortamda daha iyi irerler, ¢linkii oksijenli ortam daha fazla enerji

saglar.

Siiperoksit dismutaz ve katalaz enzimleri vardir. Katalaz ve siliperoksit
dismutaz organizmanin enerji liretimi sirasinda aciga cikan, toksik hidrojen peroksit
ve siiperoksit radikallerini uzaklastiran enzimlerdir [19]. Bu grubun en iyi 6rnekleri

Klebsiella spp., Proteus spp., Salmonella spp.ve Shigella spp 'dir.

3. Mikroaerofil bakteriler: Bu grup bakteriler tiremeleri ve canliliklarinin
devami i¢in %4-6 oraninda oksijene ihtiyag duymakta ve normal havadaki oksijen
(Havadaki normal ortalama oksijen oranm1 %Z21°dir.) konsantrasyonunda canliligini
devam ettirememektedirler. Camyplobacter ve Lactobacillus tiirleri bu gruba iyi
birer ornektir. Mikroaerofil bakteriler en iyi %5 O,, %10 CO, ve %85 N, bulunan

ortamda iireyebilmektedir.

4. Aerotoleran anaeroplar: %5-10 CO2’li ortamda ve normal atmosferde zayif
bir lireme gosteren, anaerop ortamda ise daha iy1 lireyen bakterilerdir. Clostridium
histolyticum, C. tertium aerotoleran olan bakterilerdendir. Aerotoleran ve

mikroaerofil bakteriler aras1 sinir keskin degildir.

5. Zorunlu anaerop bakteriler: % 0,5’den daha fazla oksijen varliginda
iireyemeyen yada tamamen oksijensiz ortamda iireyen bakterilerdir. Selenomonas
ruminatum, Treponema denticola, Clostridium haemolyticum, C. novyi tip B,

Bacteroides gracilis bu gruba ornektir [20, 21].



Anaerop bir bakterinin iiretilmesi i¢in iki faktdr cok dnemlidir:

1. Ortam pH’mmin ve ortamdaki oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli (Eh=
redoks potansiyeli) nin uygun olmast

2. Ortamdaki hidrojen ve oksijen gazlarinin uygun konsantrasyonda olmasi

Anaerop bakteriler oksijen metabolizmalar1 i¢in gerekli olan katalaz,
peroksidaz ve sliperoksit dismutaz gibi enzimleri ve sitokrom sistemini
icermediklerinden, oksijen bu bakteriler i¢in oksijen toksik etki gostermektedir [13,
16, 17]. Siiperoksit radikalleri, siiperoksit dismutaz enzimi ile daha az toksik olan
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit ise katalaz

enzimi ile su (H,O) ve oksijene (O,) doniistir.

Bu enzimlerin yoklugunda oksijen metobolizmasinin toksik iiriinleri olan
stiperoksit anyonu (O;) ve serbest hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit (H,O5)
ve serbest oksijenin (O;) birikimine neden olmaktadir ve bunun sonucu olarak da

bakteri lizerine toksik etki gostermektedirler [13, 16, 17].

Ortamda oksijen yogunlugu arttik¢a bakteri iizerine iki fazli hasar olugmakta;
bakteriostatik (faz I) ve/veya bakterisidal (faz II) etkiler gozlenmektedir. Faz I
evresinde anaerop bakteri oksijenli ortama maruz kaldiginda bakterinin gelisiminde
yavaglama yada tam bir durma meydana gelir, bu etki reversible olabilirken bakteri
oksijene maruz kalmaya devam ederse Faz II donemine gecis olur ve bakteri

canliligin yitirir, olay irreversibildir [13].

Ortamin oksidasyon-rediiksiyon (redoks) potansiyeli, anaerop bakterilerin
bulundugu ortamla ilgili 6nemli bir parametredir, biyolojik ve kimyasal bir sistemin
elektron degisimine olan meylinin bir gostergesidir. Oksidasyon elektron kaybi ile
olurken, rediiksiyon ise elektron kazanilmasina denir. Ortamdaki rediiksiyon siddeti
diisiik Eh degerleri oksidasyon siddeti ise yiiksek Eh degerleri ile meydana gelir.[13,
16, 17]. Redoks potansiyeli diisiik besiyerleri anaerop bakterilerin liremesi i¢in
kullanilir. Giclii rediiktan 6zellige sahip olan sistein ve sodyum tiyoglikolat gibi
bilesimler besiyerine bu amagcla ilave edilir. Baz1 demir bilesikleri, kiyma, karaciger,
et pargalari, glikoz, sodyum siilfit, balik eti, ayrica besiyerine konulacak demir

parcalar1 da rediiktan olarak kullanilabilir ve besiyerlerinin oksidasyon rediiksiyon



potansiyelinin diismesini saglaylp anaeroplarin iiremelerini mimkiin kilar. Bu
rediiktan ajanlarin ortama ilave edilmesinin baska bir sebebi ise ortamdaki ¢éziinmiis

halde bulunan oksijeni baglamak yada azaltmaktir [13, 18].

2.3 Anaerop Bakterilerin Simiflandirilmasi

Anaerop bakteriler morfolojik 6zeliklerine gore su sekilde smiflandirilirlar:

[22]

1. Gram pozitif koklar

e Peptostreptococcus
Peptococcus
Anaerococcus
Atopobium
Finegoldia
Peptoniphilus
Ruminococcus
Gemella
Sarcinia

2. Gram negatif koklar

o Veillonella
Megasphaera
Acidominococcus
Anaeroglobus
Negativococcus

3. Gram pozitif basiller

e Sporlular:
o Clostridium tiirleri
o Filifactor villosus

e Sporsuzlar:
o Propionibacterium tiirleri
o Eubacterium tiirleri
o Eggerthella
o Bulleida
o Actinomyces tiirleri
o Bifidobacterium dentium
o Mobilincus tiirleri
o Laktobacillus tiirleri
o Atopobium tiirleri



4. Gram negatif basiller
e Bacteroides

o Fusobacterium (F.nucleatum, F.necrophorum,...)
e Prevotella (P.corporis, P.denticola,.....)

e Porphyromonas

e Bilophila

o Selenomonas

e Dialister

Kabaca yapilan bu siniflandirmada molekiiler tekniklerin kullanima girmesi
ile bakterilerin siiflandirmasinda degisiklikler olmus ve belli taksonlar arasi iliskiler
kuvvetlenirken bazilari ise grubundan ayrilmig ve farkli bir taksona dahil edilmistir.
Ayrica fenotipik tani yontemlerinin ve antimikrobiyal duyarlilik paternlerinin
sinirliliklarina ragmen Onlemlerini korumasi siniflandirmada biiyiik degisikliklere
neden olmustur. Omegin Bacteroides, Firmicutes, Actinobacteria, Fusobacterium ve
Proteobacteria subesi i¢ine pek ¢ok yeni tiir ve cinsler tanimlanarak yeni taksonlara

dahil edilmistir [22].

2.4 Anaerop Bakterilerin Insan Florasindaki Dagilim

Anaerop bakteriler normal insan viicut florasinin  ¢ogunlugunu
olusturmaktadir. Normal floray1 olusturan bu anaerop bakteriler, konak sagliginin
korunmasi agisindan anlamli role sahiplerdir[13, 14]. Bu bakteriler insan viicudunda,
gastrointestinal sistem, vajina, iist solunum yollari, burun, agiz gibi dis ortamla
irtibathh mukoza ylizeylerinde ayrica deride de flora elemani olarak bulunurlar.

Normal insan florasinda mevcut olabilen anaerop bakteriler Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Normal insan mikrobiotasinda bulunan anaeroplar[23]

Ag1z Boslugu ve Ust Solunum Yollar
Porphyromonas spp, pigmentli Prevotella spp.
Pigmentsiz Prevotella spp.(0rn: P. oralis)
Bacteroides spp.(6r: B. Ureolyticus)
Veillonella spp.

Fusobacterium spp.(6rn: B. Ureolyticus)
Anaerop gram pozitif koklar

Actinomyces spp. ve Propionobacterium spp.



Mide (Beslenme sirasinda)

Ince Bagirsak (Proksimal Kisim)

Kahlin Bagirsak (ve Terminal ileum)

Genitoiiriner Sistem; Vajen ve Serviks

Uretra (Kadin ve Erkek)

2.5 Anaerop Bakterilerin Patojenitesi ve Virulans Faktorleri

Bakterinin  viriilans  faktorleri, anaerop bakteri enfeksiyonlarinin
patogenezinde Onemli role sahiptir. Bunlar arasinda ekzoenzimler (fibrinolizin,

néraminidaz, heparinaz, hemolizin, proteaz, kollajenaz, kondroitin siilfataz, N-asetil



glukozaminidaz ve glukronidaz), metabolik iiriinler (stilfiir bilesikleri, ucucu yag
asitleri, aminler), adezyon faktorleri (kapsiil, fimbria, hemagliitinin, lektin,
koagregasyon), invazyon faktorleri (fosfolipaz C), antifagositik ve antilitik faktorler

(IgA proteaz, kapsiil, lipopolisakkarit) ve sayilabilir [24].

1960’lardan oOnce, genellikle klostridyal kaynakli enfeksiyonlar insanda
anaerop enfeksiyon etkeni olarak biliniyordu. Ancak gilinlimiizde bunlar daha nadir
goriilmekte olup, anaerop enfeksiyonlar daha ¢ok endojen kaynaklidir. Genelde doku
nekrozu, vaskiiler staz, doku biitiinliigliniin bozulmasi1 gibi durumlar veya baska
hazirlayict nedenlerle anaerop enfeksiyonlar olusmakta ve bu enfeksiyonlar
cogunlukla fakiiltatif anaeroplarin da karistig1 mikst enfeksiyonlar seklinde karsimiza

¢ikmaktadir [13, 14, 17, 25].

Anaerop enfeksiyonlarin patogenezinde rol alan 6nemli faktorler sunlardir:
[14, 26]
1. Anatomik bariyerde bozulmaya neden olabilen travma, cerrahi gibi
durumlar,

2.Immun sistem ile iligkili problemlerde, antikor cevabi, kompleman
sistemi aktivasyonu, polimorfoniikleer 16kositlerle (PMNL) cevap ve hiicresel
tip immin (T hiicreleri) cevapta azalma ile konagin savunma
mekanizmalarinda bozulma,

3. Oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin azalmasi,
4. Bakteriyel inokulumun miktart,
5. Diger mikroorganizmalar ile sinerji etkisi,

6. Mikroorganizmanin virulans oOzellikleri, yapigma, invazyon,
bakteriye ait ylizey yapilari, toksinler ve enzimler anaerop bakterilerin
patogenezinde etkili olan faktorlerdir.

Anaerop enfeksiyonlarin primer kaynagi genelde normal floradir ve siklikla

polimikrobiyal enfeksiyon olustururlar.

Anaerop enfeksiyonlara zemin olusturan durumlar 6zet seklinde Tablo 2’de

verilmistir.
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Tablo 2. Anaerop enfeksiyonu hazirlayict faktorler [14, 26]

Genel Nedenler Azalmis Rediiksiyon Potansiyeli
Immiinsupresyon Yaniklar
Notropeni Obstriiksiyon ve staz
Malignite Doku anoksisi
Splenektomi Doku yikimi
Sitotoksik ilaglar Yabanci cisim
Kortikosteroidler Vaskiiler yetmezlik
Diabetes mellitus Aerop enfeksiyon varligi
Hipogamaglobulinemi Kalsiyum tuzlari
Kollajen damar hastaliklari

Yukarida belirtilen durumlar ve burada bahsedilmeyen pek ¢ok hastalikta,
viicudun anatomik bariyerinin bozulmasi yada immiin sorunlar sonucunda anaerop
bakterilerin normal flora bakterisi olarak bulunduklar1 bolgelerden 6zelikle steril olan
baska bolgelere gecmesi ile anaerop enfeksiyonlarin olusmasi ortak 6zellik olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Yani anaerop enfeksiyonlarin ¢cogunlugu flora kaynakli oldugu
icin endojen kaynakli enfeksiyonlardir. Bu yiizden konagin saghk durumu ile
yakindan iligkilidir. Anaerop gram negatif bakterilerin viriilans faktdrleri Tablo-3’de

gosterilmistir [27]:

Tablo 3. Anaerop Gram negatif bakterilerin virulans faktorleri

B.fragilis

Kapsiiler polisakkarit, proteazlar, hemagliitinin, néraminidaz,
enterotoksin

Prevotella spp.

Lipopolisakkarit, proteaz

Porphyromonas gingivalis

Lipopolisakkarit, proteaz, hemolizin, kapsiil

F. nucleatum

Lipopolisakkarit, proteazlar, adhezin

F.nechrophorum

Lipopolisakkarit, proteaz, hemolizin, I6kotoksin, fosfolipaz
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Anaerop bakteriler arasinda virulans faktorleri acisindan en iyi bilinenler
Clostridium tiirleri tarafindan sentezlenen ekzotoksinlerdir. Bilinen en potent
mikrobiyal toksinler C.botulinum ve C.tetani tarafindan sentezlenen ekzotoksinlerdir.
C.perfiringens’in major toksini Fosfolipaz C(a toksini)dir. Bu enzim trombositler,
endotel hiicreleri, eritrositler ve kas hiicrelerinin hiicre membranlarindaki lesitin ve
sifingomiyelini hidrolize eder. Alfa toksin, C. perfiringens tarafindan iiretilen diger
toksinlerle beraber, kapiller permeabiliteye etki eder. Ayrica bu bakteri ek olarak bir
kollagenaz iiretir. C.tetani tarafindan tetanospazmin ve tetanolizin enzimlerini {iretir,
tetanospazmin inhibitor etkiye sahip norotransmitterolan GABA ve glisin salinimini
engeller, tetanolizin enzimi ise hemolitik etki gosterir. C.botulinum tip A toksini,
hemagliitiinin ve norotoksin salgilar. Norotoksin asetilkolin salinimini engeller ve
gevsek paralizi olusturur. Toksin A enterotoksin, toksin B ise sitotoksin
C.perfiringens ve C.difficile’nin sitolitik toksinleridir. Bu toksinler doku yikimina,
bolgesel beslenme bozukluguna neden olmakta ve bakterilerin lireyebilmesi i¢in

uygun bir ortam olusturmaktadir [28, 29].

Butirik asit, Porphyromonas spp. tarafindan salgilanir, memeli hiicre
kiltiirlerinde sitotoksik etki olustururken, siiksinik asit Bacteroides tirlerince
olusturulmakta, abse olusumu i¢in zemin hazirlamakta ve polimorf niiveli 16kosit
(PMNL) gociinii 6nlemektedir. Follikiil dibinde olusturdugu propionik asitin irritan
etkisi ile Propionibacterium acnes, komedon olusumunda 6nemli rol oynamaktadir

[13].

2.6 Anaerop Bakteri Enfeksiyonlarim Diisiindiiren Faktorler

Anaerop enfeksiyonlar siklikla goz ardi edilmektedir. Bunun nedenleri
arasinda bakterilerin kiiltiirde {iretilmesinin ve daha sonra tanimlanmasinin zaman
alici, zahmetli, maliyetli olmasi ve Oneminin tam anlamiyla anlasilamamasi
sayilabilir. Fakat baz1 belirti ve bulgular anaerop enfeksiyona bizi yonlendirmektedir.
Bunlardan basta geleni bir organ yada dokuda, lezyon boélgesinden gelen kotii
kokudur. Bundan bagka klinisyenlere enfeksiyon bolgesinde anaerop bakteri varligini

diisiindiirmesi gereken bazi 6zellikler sunlardir [2] :
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Lezyon bolgesinden gelen akintida ve lezyonda kotii koku,

Enfeksiyon alaninin mukoza yiizeyine uzak olmast,

Akintida veya dokuda gaz gozlenmesi,

Gangren, doku nekrozu ve apse olusumu (krepitasyon),

Septik tromboflebitler,

Malign bir hastaligi olan kisilerde gelisen enfeksiyonlar (uterus, kolon,

akciger kanserleri gibi),

7. Kanli eksudalarin renginin siyaha donmesi, ultraviyole 1sik altinda
bakildiginda floresans vermesi,

8. Hayvan ve insan 1siriklarindan sonra geligen enfeksiyonlar,

9. Trimetoprim-siilfametoksazol, aminoglikozidler, —monobaktam, birinci

jenerasyon kinolonlar ve anaeroplara etkisinin yeterli olmadigi bilinen

AR W

seftazidim gibi antibiyotiklerle yanit alinamayan tedavi,
10. Rutin kiiltiirde iireme saptanmamasina ragmen Ornegin Gram boyamasinda
mikroorganizma goriilmesi.

2.7 Anaerop Bakteri Kaynakh Enfeksiyonlar

Anaerop bakteriler insanin hemen hemen biitiin organlarinda enfeksiyona
neden olabilirler. Anaerop enfeksiyonlar endojen ve eksojen kaynakli olabilir.
Fakiiltatif anaeroplarin olusturdugu enfeksiyonlarin etkisiyle yada doku nekrozu,
travma, vaskiiler staz gibi durumlarda dokulardaki oksijen miktarinin ve oksidasyon-
rediiksiyon potansiyelinin azalmasi sonucu, zorunlu anaerop bakterilerin ¢ogalmasi
icin uygun faktorler hazirlanmis olur. Anaerop bakterilerle olusan enfeksiyonlar
genelde polimikrobiyaldir. Anaerop bakterilerin yani sira, mikroaerofil bakteriler,

fakiiltatif anaeroplar da enfeksiyona neden olabilirler [17, 30].

Anaerop bakterilerin sebep oldugu hastaliklar kaynagma gore iki baslikta

incelenebilir:

1. Ekzojen anaerop enfeksiyonlar,
2. Endojen anaerop enfeksiyonlar.

Anaerop bakterilerle olusan hastaliklar ve anaerop bakterilerin izole edildigi

enfeksiyonlardaki pozitif kiiltiir ylizdesi Tablo 4 ve Tablo 5’te gosterilmistir [23]:
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Tablo 4. Anaerop bakterilerle olugan hastaliklar

EKZOJEN KAYNAKLI ENDOJEN KAYNAKLI
ANAEROP ENFEKSIYONLAR ANAEROP ENFEKSIYONLAR
e Yara botulizmi e Aktinomikoz
e Yenidogan botulizmi e Bakteriyemi
e (Gida kaynakli botulizm e Aspirasyon pnomonisi
e Miyonekrozis (gazli gangren) e Herhangi bir organ apsesi
e Tetanoz e Bakteriyel vajinoz
e lyi huylu yiizeysel enfeksiyonlar e Krepitan ve nonkrepitan seliilit
e Bagimlilarda ilag enjeksiyonu ile e Endokardit
ilgili enfeksiyonlar e Apandisit yada kolesistit
e Hayvan yada insan 1siriklar ile komplikasyonlar1
iligkili enfeksiyonlar e Dental ve periodontal enfeksiyonlar
e Septik abortus e Nekrotizan fasit
o Krepitan (anaerobik) seliilit e Osteomiyelit
e Clostridium difficile nosocomial e Kronik otitis media
diyaresi e  Subdural ampiyem
e Menenjit (genellikle beyin apsesi
iligkili)
e Endoftalmitis (genellikle katarakt
ameliyat1 sonrasi)
e [emierre sendromu (Fusobacterium
necrophorum)
e Peritonit
e Septik artrit
e Kronik siniizit
e Torasik ampiyem

Anaerop bakterilerden kaynaklanan bu enfeksiyonlar viicudun pek c¢ok
bolgesinde olusabilmektedir. Hem mikrobiyologlarin hem de klinisyenlerin son
yillarda anaerop bakteri enfeksiyonlar1 hakkinda olan bilgileri anlamli sekilde
artmasina ragmen hala en sik gézden kagirilan mikroorganizma grubu olmaya devam
etmektedir. Ayrica izole edilmelerinin zaman alici, zahmetli ve masrafli olmasi diger
dezavantajlaridir. Bunlara ragmen anaerop enfeksiyonlarin oldukga sik goriildiigi,
hatta bu oranlarin bazi viicut bolgelerinde %100 civarinda olabildigi

unutulmamalidir.
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Tablo 5: Anaerop bakterilerin izole edildigi ¢esitli enfeksiyonlarda pozitif
kiiltiirlerin yiizdesi

. . ANAEROP
ENFEKSIYON TIPI YUZDESI (%)

Pulmoner :

e Aspirasyon pndmonisi 62-93

e Ampiyem (torasik) 22-36

e Akciger apsesi 58-100
Beyin apsesi 62-83
Bakteriyemi 1-17
Dental, oral, fasiyal 67-100
Siniizit

e Akut siniizit <10

e Kronik siniizit 48-100
Pelvik abse 50-100
Yumusak doku enfeksiyonlari

e Isirik yaralari 50-70

e Gazl gangren (klostridiyal) | 100

e Klostridial olmayan 75

krepitan seliilit

e Diyabetik ayak {ilserleri 50-90
Abdominal

e Karaciger apsesi <60

e intraabdominal 60-100
Cesitli enfeksiyonlar

e Menejit <10

e Uriner sistem <5

enfeksiyonlar

2.8 Orneklerin Secilmesi, Alinmasi ve Tasinmasi
2.8.1 Ornegin Se¢imi

Anaerop enfeksiyonlarda taniyr dogru koyabilmek igin gerekli en Onemli

kural 6rnegin se¢imidir.

Anaerop kiiltiirde dogru taniy1 koyabilmek i¢in 6ncelikli olarak normal insan

mikrobiotasindan sakinilmalidir. Optimal kabul edilebilecek 6rnekler, apseler, steril
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viicut stvilari, aspiratlar veya normalde steril olan bdlgelerden alinan sivi ve biyopsi
ornekleridir. Anaerop kiiltiir icin genel bir kural olarak doku veya sivi drnekleri

tercih edilmelidir. Siiriintii 6rneklerinden kac¢inilmalidir [23].

Normal flora nedeni ile kontaminasyondan kacinilamayacagi ve bu nedenle
sonuclar saglikli yorumlanamayacagi i¢in anaerop ornek se¢iminde uygun olmayan

ve alinmasi tavsiye edilmeyen drnekler asagida liste halinde verilmistir [14, 23]:

Gingival siiriintli 6rnegi

Bogaz veya nazofarengeal siirlintii 6rnekleri

Ekspektore edilen balgamyada bronkoskopik érnekler

Yeterli dekontaminasyon isleminin yapilamadigi miik6z membranlara
veya cilde bitisik bolgelerden alinan materyaller

Cift limenli, koruyuculu olmayan bronkoskop ile alinmis olan
bronkoskopi drnekleri

Mide ve ince barsak igerigi (kor loop ve benzeri sendromlar harig)
Kalin barsak igerigi, kolostomi, ileostomi, rektal siiriintii, feges drnegi
veya kolo-kutandz fistiil ornekleri (C.difficile yada C.botulinum'un
etken olma ihtimali diigliniilen hastalik harig)

Miksiyon ile alinan idrar 6rnegi

9. Dekiibitis iilserlerinin, yaralarin, eskar dokularinin, perirektal abse ve
pilonidal siniis kanallarinin yiizeylerinden alinan siiriintii 6rnekleri

S S W=

-

o0

Kaliteli ve anlamli bir anaerop bakteri kiiltiirii, anaerop etkenlerin
tireyebilecegi uygun bolgelerden secilmis, uygun sartlarda alinmig veuygun bir
transport yontemleri ile laboratuvara getirilmis Orneklerle yapilabilir. Anaerop
kiltlirlerde istenilen basartyr elde edebilmek igin laboratuvarlar ve klinikler
arasindaki haber verme/reddetme sisteminin onemi biiyiiktlir [9]. Klinik Ornegin
uygun kosullarda alinmasi1 ile anaeroplarin neden oldugu enfeksiyonlarin
mikrobiyolojik tanist baslar [3, 8, 20, 31, 32]. Cilt komsulugu ve ¢evre dokular
nedeniyle flora ile kontamine olmug materyallerin tanida bir degeri yoktur. Derin cilt
dokularindan ve mukoz membranlardan 6rnek alinirken yiizey ile kontaminasyondan
kesinlikle kacinilmak gerekmektedir. Cilt yilizeyi %]10’luk povidon iyot ile
temizlenmelidir. Sonrasinda ise 1 dakika %70’lik etil alkol yada izopropil alkol

kullanilarak povidon iyot uzaklastirilip alkoliin kurumasi beklenmelidir [23].
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2.8.2 Ornegin Alinmasi

Klinik 6rneklerden anaerop bakterilerin izole edilebilmesi ve dogru taninin
konulabilmesi i¢in uyulmasi gereken diger kural Ornegin dogru yontemlerle
almmasidir. Oncelikli olarak, alinan drnegin oksijen ile temasin &nlenmelidir. Genel
anlamda ciltten ve miik6z membranlardan ornek almadan Once, yiizeye
dekontaminasyon islemi yapilmalidir. Bu nedenle oncelikle 6rnek alinacak yiizeyin
merkezinden disar1 dogru sirkiiler hareketlerle 2 dakika kadar %10’luk povidon iyot
(betadin) uygulamasi yapilmali ve sonrasinda %70’lik etil alkolyada izopropil alkol
ile temizlenmelidir. Baz1 hastalarda iyot tentiiriine alerjik reaksiyon gelisebilecegi

icin 6rnek alimindan sonra iyotlu bolgeyi alkolle temizlemek 6nemlidir.

Anaerop kiiltiir i¢in en ideal 6rnekler, enjektdr ve benzeri aletlerle alinan
orneklerdir. Ayrica doku ve biyopsi Ornekleri de anaerop kiiltiirler icin tercih

edilebilir.

Ekiivyonla alinan orneklerin az materyal igermesi, normal flora iiyeleri ile
kontaminasyon riskinin olmasi, bakterilerin pamuklu ¢ubugun liflerine yapismasi ve
bunlarin Gram boyama kalitesini diisiirmesi gibi nedenlerle, mecbur kalinmadikca
ekiivyonla 6rnek alinmamalidir. Buna karsin yine de 6rnek almak gerekirse anaerop

swap sistemi ile 6rnek alinabilir [23, 33].

2.8.3 Ornegin Nakli

Anaerop bakteriler oksijene karst ¢cok duyarli olduklarindan almman G6rnek
bekletilmeden, en hizli sekilde, anaerop kosullara uyularak laboratuvara

ulastirilmalidir [19].

Transport siiresi alinan 6rnegin hacmine ve cinsine gore degisebilmektedir.
Biiyiik hacimli ve piiriilan olan orneklerde bulunan anaeroplar saatlerce canl
kalabilirken, kiiciik hacimli biyopsi 6rnekleri, aspirasyon materyalleri, siirlintii ve
kazintilar anaerop transport sistemleri ile tasinmalidir. Islemde gecikme olacaksa oda

sicakliginda bekletilmesi, ayrica asir1 sicak yada soguga maruz birakilmamasi
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gerekir. Transport materyali olarak enjektor tercih edilmemelidir. Ciinkii

yaralanmaya neden olma riski ve digartya sizma tehlikesi bulunmaktadir [34].

Anaerop inceleme i¢in alinan 6rneklerin, uygun transport besiyerleri i¢inde
laboratuvara gonderilmesi, transport besiyeri yoksa hasta basinda zenginlestirilmis
tioglikolat broth gibi sivi anaerop besiyerlerine inokulasyonlari onerilir [35]. Oda
1s1s1, Orneklerin transportu i¢in en uygun 1sidir. Cilinkii oksijen diisiik 1s1larda 6rnege

daha iyi diffiize olur.

2.9 Anaerop Kiiltiir icin Kullanilan Besiyerleri ve Besiyeri Secimi

Anaerop kiiltiir yapilirken tercih edilecek besiyeri 6rnegin miktarina, cinsine

ve laboratuvarin mali imkanlarina bagl degisiklik gdsterebilir.

Anaerop kiiltiirler i¢in ii¢ tip besiyeri onerilmektedir [23]:

1. Selektif olmayan genel besiyerleri,
2. Selektif agar besiyerleri,
3. Zenginlestirilmis- geri doniis besiyerleri.

Selektif ve non selektif besiyerleri Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Anaerop bakteri izalosyonunda kullanilan besiyerleri [14, 23]

SECiCi OLANLAR SECIiCi OLMAYANLAR
Cycloserine-cefoxitin fructose agar (CCFA) Brucella kanl1 agar
Kanamycin vancomycin kanli agar (KVLB) Beyin kalp infusion agar (BHIA)
Bacteroides bile esculin agar (BBE) Tiyoglikolatli buyyon
Phenylethyl alcohol agar (PEA) Colombia kanli agar
Colistin-nalidixic acid kanli agar Krymali glukozlu buyyon (Chopped

meat glucose broth)

Egg yolk agar (EYA) Fastidious anaerop agar (FAA)
Mobilincus agar CDC anaerop blood agar

Anaerobe paromomisin vankomisin kanli agar (PV) | Tripticase sodium agar (TSA)

Anaerobe phenylethyl alcohol blood agar (PEA) Schaedler kanli agar
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2.9.1. Selektif Olmayan Genel Uretim Agar Besiyerleri

Nonselektif genel {retim agar besiyerleri anaerop bakterilerin ilk
izolasyonunda kullanilan besiyerleridir. %5°lik koyun kani, L-sistein, K1 vitamini ve
hemin ile zenginlestirilerek kullanilir. Kullanilan agar ¢esidi iiretilmesi amaglanan
anaerop gruplara gore farkliliklar gosterir. Bunun icin en az iki farkli baz agar ile
hazirlanan besiyerlerinin kullanilmasi izolasyon oranini en iist diizeye ¢ikarmak igin

onerilmektedir [20].

2.9.1.1. Anaerop Kanh Agar (CDC)

Amagc¢: Anaerop bakteriler i¢in Onerilen, zenginlestirilmis genel {iretim
besiyeridir. Uygun anaerop sartlar saglandiginda anaeroplarin, aerop ortamda ise pek

cok bakterinin iiretilmesi i¢in uygundur.

Prensip: Bu besiyeri, hassas anaerop bakterilerin iiremesini kolaylastirmak
icin  koyun kani, vitamin K1, hemin, L-sistein ve maya Ozl ile

zenginlestirilmistir.[36].

2.9.1.2. Brucella Kanh Agar (BA)
Amagc: Anaeroplarin izolasyonunda kullanilan nonselektif besiyeridir.

Prensip: Hassas anaerobik bakterilerin {iremesini arttirmak ic¢in defibrine
koyun kani, hemin ve vitamin K1 ilave edilen non selektif besiyeri haline

getirilebilir. [36, 37].

2.9.1.3. Schadler Agar

Amag: Aerobik ve anaerobik bakterilerin kiiltiirii i¢in kullanilan nonselektif

besiyeridir. [36].
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2.9.2. Selektif Agar Besiyerleri

Nonselektif besiyerlerinin beraberinde selektif besiyerlerinin kullanimi
kiiltiiriin basarisim arttirir. Orneklerin tek bir selektif besiyeri ile beraber selektif
olmayan bir agara ekilmesi anaeroplarin liremesini %77’den %94’e cikarmaktadir

[20].

2.9.2.1. Kanamisin-Vankomisin (KV) Hemolize Kanh Agar

Amac: Bacteroides, Prevotella, Veillonella, Fusobacterium tiirleri ig¢in

selektif besiyeridir [23].

Prensip: Bu besiyeri, hassas anaeroplarin iiremesini arttirmak i¢in koyun
kani, vitamin K1, hemin, maya 6zl ve L-sistein ile zenginlestirilmis bir besiyeridir.
Gram(+) ve Gram(-) bircok bakteriyi inhibe eder. Genis spektrumlu bir
aminoglikozid olan kanamisin diger aminoglikozidler gibi bakterilerde protein
sentezini inhibe eder. Vankomisin ise hiicre duvar sentezini engelleyerek Gram (-) ve
Gram (+) fakiiltatif anaerop bakterilerin inhibisyonu saglayan dar spektrumlu bir
antibiyotiktir. ~ Prevotella, Bacteriodes ve baz1 Fusobacterium tiirlerinin
izolasyonunda dnemlidir. KV kanli agar, pek ¢ok Prevotella tiirlerinin liremesini ve
pigmentasyonunu saglar. Ancak 7.5 pg/ml vankomisin konsantrasyonunda c¢ogu
Porphyromonas tiirlerinin liremesini inhibe olur. Bu nedenle Porphyromonas spp.
izole edebilmek icin vankomisin konsantrasyonu azaltilmis (2 pg/ml) besiyeri

hazirlanabilmektedir [10, 20, 31, 32, 36].

2.9.2.2. Bacteroides Safra Eskiilin (BBE) Agar

Amag: Bacteroides fragilis grubu (Parabacteroides spp. dahil) bakteriler ve

Bilophila tiirleri i¢in (Bilophilia wadsworthia) segici besiyeridir [23].

Prensip: BBE agar Hemin, vitamin K1 vecesitli enterik ve gram pozitif
organizmalar1 inhibe eden %20’lik safra, gentamisin ve eskiilin igerir. B. fragilis
grubu mikroorganizmalar, B. vulgatus, B. stercoris, B. pyogenes hari¢ eskiilini

hidrolize eder ve koloniler BBE agarda kahverengi-siyah haleli siyah koloniler
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olustururlar. Eskiilinin hidrolizi sonucu olusan eskiiletin ve ferrik amonyum sitratin

reaksiyonu ile koyu bir pigmentasyon olusur.

Eskiilini hidrolize edemeyen anaerop bakteriler bu besiyerinde koyu
pigmentli lireme gostermezler. Bilophila wadsworthia H,S iiretir, soluk koloniler
olarak siyah bir merkez etrafinda goriiliir. Safra ise Bacteroides fragilis grubu

disindaki pek¢ok bakteriyi inhibe eder [10, 20, 23, 31, 32, 36, 38].

2.9.2.3. Anaerop Fenil-Etil Alkollii (PEA) Agar

Amagc: Enfekte materyallerdeki yogun bakteri kompleksinden anaerop
bakterilerin selektif izolasyonu amaglanir. Cogu gram pozitif ve gram negatif zorunlu
anaeroplarin iiremesi icin 1yi bir besiyeridir. Stafilokoklar, streptokoklar, Bacillus
spp., korinebakterium gibi fakiiltatif anaerop gram pozitif bakteriler de bu

besiyerinde iyi iirerler [23].

Prensip: Proteus tlrlerinin yayilmasiin, Enterobactericae ‘nin ¢ogunlugu
da dahil olmak {izere pekgok fakiiltatif anaerop gram negatif bakterilerin

inhibisyonunu saglar [23].

2.9.2.4. Yumurta Sarih Agar (Egg Yolk Agar-EYA)

Amagc¢: Bu besiyeri, baz1 aerop ve anaerop mikroorganizmalar1 lesitinaz,
proteaz ve lipaz aktivitelerine gore ayirt etmede tavsiye edilen bir besiyeridir. Eger
Gram boyamada yada klinik olarak Clostridium enfenksiyonu on tanisi varsa, lipaz
ve lesitinaz aktivitesine bakilarak anaeroplarin grup bazinda hizli identifikasyonu

yapilir [10, 31, 32, 36].

Prensip: U¢ major enzimatik aktivite, bu besiyerinde kullanilan yumurta
sarisina bagl olarak aragtirilabilir. Lipaz aktivitesi, koloni etrafinda yada ylizeyinde
gokkusagina benzer bir parilti olusturmasiyla anlasilir. Besiyerindeki iireme alaninda

opak bir zon olarak lesitinaz aktivitesi gdzlemlenir. Proteaz aktivitesi ise lireme
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bolgesi disina tagan saydamlik olarak gdzlenir. Bdylece bu enzimatik aktivitelerden

bir yada birkacgina sahip mikroorganizmalar tespit edilebilir.

2.9.2.5. Sikloserin-Sefoksitin-Fruktoz Agar (CCFA)

Amagc: Gaitadan yada diger intestinal materyallerden C. difficile nin selektif
izolasyonu i¢in kullanilir. Fakat bunun yaninda CCFA agarda C. difficile disinda
Enterobactericae, Bacillus spp., stafilokoklar ve diger klostridyumlar gibi iireyebilen

baska bakteriler de olabildigi i¢in ilk iiremede saf kiiltiir elde edilemeyebilir.

Prensip: C. difficile kolonileri uzun dalga UV 15181 altinda CCFA {izerinde
sari-yesil fluoresans verirler. Ayrica kokusu da at giibresi kokusuna benzer. C.

difficile’ nin lipaz ve lesitinaz aktiviteleri negatiftir [23].

2.9.3. Geri Doniis Sivisi
2.9.3.1. Zenginlestirilmis Tiyoglikolat Broth

Amag: Tiyoglikolat broth, serum, vitamin K1 ve hemin gibi maddelerin
eklenmesiyle zenginlestirilir. Aerop ve anaerop pekgok bakteri ¢esidinin izole
edilmesi i¢in kullanilir. Plaga ekilen Ornekte bakteri saysi az oldugunda, gram
boyama anaerop enfeksiyonu diisiindiirmesine ragmen kiiltiirde lireme olmadiginda
tekrar kiiltiir i¢in bakterilerin zenginlestirilmesini saglayan geri-doniis sivisidir [20,

36].

Prensip: Tiyoglikolat sivi besiyeri protein, sodyum kloriir, sodyum
tioglikolat, glukoz, indirgen maddeler ve agar igerir. Anaerop mikroorganizmlarin
izolasyonu i¢in ek maddelerle besiyerinin zenginlestirilmesi tavsiye edilir. Eklenen
maddeler thioglycolate, sodyum siilfat, agar ve L-sistein ortamin oksidasyon-
rediiksiyon potansiyelinin diigmesine ve sabit kalmasma yardimci olur. Boylece

birgok anaerop bakteri gelisebilir.
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2.9.3.2. Etli-glukozlu besiyeri

Amag: Clostridium tiirlerinin izolasyonu i¢in zenginlestirilmis tioglikolat

broth’un yerine alternatif olarak kullanilir [39].

2.10. Orneklerin islenme Prosediirii

2.10.1 Makroskopik inceleme:

Nekrotik doku, pis koku, kan, piiy yada siilfiir graniillerinin varlig

incelenerek gelen 6rnegin kalitesi hakkinda 6n fikir elde edilebilir [34].

2.10.2. Ornegin Hazirlanmast:

Piiriilan olan Ornekler vortekslenerek mikrooganizmalarin homojen sekilde
dagilmasi saglanir. Dokular yada parca sekilnde gelen ornekler sivi besiyeri
(Tiyoglikolat, kiymali buyyon vb.) icerisine eklenerek homojenize edilir. Biiyiik
hacimli ve piiriilan olmayan Ornekleri ise yogunlastirmak i¢in santriifiij yontemi

kullanilmalidir [34].

2.10.3. Gram Boyama:

Anaerop bakteriyoloji i¢gin Gram boyama hizli ve énemli bir yontemdir. Bu
yontemle incelenen o6rnekteki mikroorganizmalarin 6n tanimlamasi yapilabilir ve bu
inceleme ile besiyeri tercihi i¢in fikir edinilebilir. Gram boyama anaerop enfeksiyon
diistiniilen her 6rnekten hazirlanmalidir. Bu yontemle karakteristik morfolojideki
anaerop bakteriler incelenebilir. Gram boyamadaki fiksasyon basamagi i¢in preparat,
alevden gecirilmek yerine 30 saniye metanol ile fikse edilmelidir. Metanolle tespit,
bakteri hiicre morfolojisinin bozulmamasini ve daha iyi goriinmesini saglamaktadir.
Zit boyamada ise sulu fuksin yerine safranin tercih edilmelidir. Akridin oranjla
boyandiginda, kanli sivi yada eksiida vb Orneklerden hazirlanmis kalin tabakali

preparatlardaki mikroorganizmalar daha iyi goriiliir. Gram boyama ve akridin oranj
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boyamanmn yani sira Giemsa ve Wright yontemiyle de boyali preparatlar
hazirlanabilir. Anaerop mikroorganizmalarin direkt mikroskopik incelenmesi igin

faz- kontrast ve karanlik saha mikroskoplar1 da kullanilabilir. Yapilan incelemede:

1. Clostridium cinsi bakterilerin morfolojisinin ve sporlarinin incelenmesi,

2. Campylobacter cinsi bakterilerin hareketinin incelenmesi,

3. Dialister pneumosintes gibi iyi boyanmayan ve kiigiik bakterilerin
goriilmesi,

4. Kiltiri  yapilamayan  anaerop  spiroketlerin ~ morfolojilerinin
gbzlemlenmesi

saglanir.

Direkt makroskopik ve mikroskopik inceleme, primer ekim igin
besiyerlerinin seg¢ilmesi konusunda mikrobiyoloji uzmanlarin1 ydnlendirmektedir.

[20, 27, 32].

Gram boyama sonucu pozitif, kiiltlir sonucu negatif oldugu durumda; yanls
transport yontemleri, 6rnek islenirken oksijen ile temas siiresinin fazla olmasi, eski
besiyerinin kullanilmasi, anaerop atmosfer olusturan sistemin yetersizligi veya

antibiyotik kullanimi diisiiniiliir [40].

Tablo 7: Anaerop bakterilerin gram boyama ile morfolojik goriiniimiine

gore on tamsi [19, 23]
GRAM GRAM
GRAM GRAM .. . .
) ) GRAM POZITIF POZITIF
NEGATIF | NEGATIF . .
] POZITIF KOK SPORSUZ SPORLU
BASIL KOK ] )
BASIL BASIL
Bacteroides Veillonella Finegoldia Actinomyces Clostridium
Fusobacterium | Megashaera Anaerococcus Atopobium Filifactor
Dialister Atopobium Bulleida
Bilophila Peptococcus Bifidobacterium
Parabacteroides Peptostreptococcus | Eubacterium
Porphyromonas Peptoniphilus Eggerthella
Prevotella Lactobacillus
Propionobacterium
Mobilincus
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Resim 1: Bazi anaeroplarin gram boyama goriintiileri(Calismamizdan)

A: Gram negatif uzun fusiform basiller, gram pozitif ve negatif koklar
B: Gram negatif basiller

C: Gram negatif kokobasiller

D: Gram negatif kok

E: Bol polimorfoniikleer 16kosit, gram negatif kokobasiller

F: Gram pozitif koklar

2.10.4. Ekim ve izolasyon Plam

Anaerop enfeksiyonlarin genellikle polimikrobiyal olmasi, alinan materyalin
endojen flora ile kontaminasyon ihtimali, 6rnegin oksijenle temas etmeden hemen
laboratuvara ulastirilma gerekliligi, anaerop mikroorganizmalarin yavas {iremeleri,
saf kiiltiir elde etmedeki zorluklar ve tanimlama testlerinin zaman alic1 ve pahali
olmast anaerop Kkiiltiir yontemlerinin temel zorluklaridir. Buna karsin anaerop

bakterilerin tanisinda esas olan, Kkiiltiir icin gelen materyalin hemen ekiminin
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yapilmasidir. Kati besiyerlerine piiriilan olmayan Ornekten 2-3 damla, piiriilan

ornekten 1 damla, s1vi besiyerlerine 0. 5-1. 0 ml ekilir [34].

Gelen her klinik 6rnegin %5 koyun kani, hemin (5 pg/mL) ve vitamin K1 (1
pg/mL) ile zenginlestirilmis genel iiretim besiyerlerine [Brucella agar, CDC (Centers

for Control Disease) anaerop kanli agar gibi] ekimi yapilir [2, 41].

Geri doniis stvisina tiim 6rnekler alinmalidir. Ekimi yapilan plaklar 35-37°C’
de 48 -72 saat inkiibe edilir. Besiyerleri ilk 48 saatte agilmamali ve oksijene maruz
birakilmamalidir. Anaerop bakteriler logaritmik faz denilen en hizli ¢ogalma
donemlerinde oksijene ¢ok daha fazla hassastirlar. [23, 40] Klinik laboratuvarlar i¢in
anaerop inkiibasyon sistemlerinin en yaygin ve en pratik olanlari anaerop kabin,
anaerop kavanoz ve anaerop plastik posetlerdir. Bu sistemlerin se¢iminde maliyet,

kiiltiir sayis1 gibi faktorler onemlidir [34, 42].

48-72 saatlik inkiibasyon sonrasinda bir biiyliteg veya stereoskopik
mikroskopla iireyen koloniler incelenir [20]. Besiyerinde iireyen ve anaerop
oldugundan siiphelenilen her bir koloninin iki ekim olacak sekilde pasaji yapilir.
Plaklardan biri CO2’li ortamda, digeri anaerobik sistemde inkiibe edilerek

aerotolerans testi yapilmis olur.

Klinik materyalden buraya kadar yapilan makroskopik ve mikroskopik
inceleme ile materyalin kiiltiiriiniin yapilmast islemlerinin hepsine Seviye 1
identifikasyon islemleri denilmektedir. Aerotolerans testi ile anaerop oldugu
kesinlesen bakterilerin identifikasyonu i¢in bakteri Seviye 2 tanimlama testlerine

alinir.

Kiiltlir sonrasi izole edilen bu bakterilerin saf kiiltiirleri yapilarak daha ileri
seviyede (Seviye 3) identifikasyonlar1 yapilmak {izere referans laboratuvarlaria

gonderilmelidir [41, 43].
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2.11. Anaerop Kiiltiirde Kullanilan Inkiibasyon Sistemleri

2.11.1. Anaerop Kabinler:

Anaerop kabinler, %80-90 N,, %5-10 CO, atmosfer ortami saglayarak
anaerop ortam olustururlar. Ideal anaerop inkiibasyon sistemleridir. Anaerop kiiltiir
islemi, inkiibasyon, tanimlama, antibiyotik duyarlilik ¢aligmalarinin yapilabilmesi ve
besiyeri hazirlanmasi i¢in ideal sistemlerdir. Anaerop kiiltiiriin az miktarda yapildigi

mikrobiyoloji laboratuvarlarinda baska sistemler tercih edilmelidir [42].

2.11.2. Anaerop Jar Sistemi:

Anaerop kavanoz sistemlerinde de anaerop kabinlerdeki gibi %80-90 azot,
%5-10 CO,, %5 H, gaz karisimi kullanilir. Susuz yada su ile aktive olan anaerop
ortam olusturan sistemler bulunmaktadir. Kuru sistem i¢in katalizor gerekmezken,

diger sistem i¢in paladyum katalizoriinlin ortamda bulunma sart1 vardir [42].

2.11.3. Anaerop Plastik Poset:

Bu sistemin en biiylikk avantaji anaerop ortam bozulmadan {ireme olup
olmadiginin gozlenebilmesidir. Bunun yaninda anaerop posetler transport amacgh da
kullanilabilir. Genel olarak %10’dan daha yiiksek oranda CO’li ortam saglanir.

Metilen mavisi yada resazurin ile anaerop ortam denetlenebilir [34] .

2.11.4. Roll Tiip Sistemi:

Bu sistem i¢in kullanilan PRAS (Pre-reduced Anaerobically Sterilized)
sisteminde tiim islemler anaerop gaz akimi ortaminda yapilabilmektedir. Bu nedenle
klinik materyal ve izole edilebilen bakteri oksijenin zararli etkisinden siirekli olarak
korunabilmektedir. Bu sistem oksijene ¢ok hassas anaeroplar icin kullamighdir ve

oncelikle amaci arastirma olan laboratuvarlarda tercih edilmektedir.
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2.12. Kiiltiirlerin Incelenmesi ve Degerlendirilmesi

Kiiltiir degerledirilirken iireme olan plaklarda bes yada daha fazla farkh
bakteri kolonisi goriiliiyorsa, bunlarin tanimlanmasinin tedavi agisindan hekime bir

faydas1 olmayacagi icin, sonucun ‘karisik flora’ olarak raporlanmasi uygun olacaktir.

Fakat ‘Bacteroides fragilis grubu’ gibi 6nemli ve pekcok antibiyotige direncli
bir sus baskin sekilde iirediginde tanimlama yapmak gerekebilir. iki yada daha fazla
farkl1 anaerop bakteri iliremesi oldugunda, aerotolerans testi yapilarak, zorunlu
anaerop olup olmadiklarina karar verilip degerlendirme yapilir. Gram boyamalari
degerlendirilerek  ‘anaerobik gram-negatif kok’ gibi kismi tanimlamalari
yapilabilmektedir. Bunun yaninda Gram boyamada Clostridium yada Fusobacterium
tiirlerine spesifik bir goriinlim varsa bu inceleme On raporda bildirilmelidir. Bu
sekilde tam tanimlanma yapilmadan bile kismi bir 6n raporlama, kompleks bir
enfeksiyona sebep olan anaerop bakterilerin tedavisinde klinisyene anlamli dlgiide

yol gosterebilecektir [10].

Ayrica kiiltiir plaklar1 incelenirken kolonilerin morfolojisi, rengi, kokusu,
pigment olusturup olusturmamalari, olusmus pigmentlerin renkleri, kolonilerin
parlak, mat, hemolizli ve seffaf olup olmamasi, agarda cukurlasma yapmasi, UV 15181
altinda floresans verme oOzellikleri degerlendirilmelidir. Bunlara bakilarak yapilan
degerlendirme yapilirken tanimlama kriterlerinden en énemlileri ve 6n tanilar1 Tablo

8’de belirtilmistir.
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23]

Tablo 8: Anaerop bakterilerin koloni 6zelliklerine gére muhtemel tanis1 [14,

KOLONIi OZELLIGI

ON TANI

Renk/ pigment
Pembe, kirmizi, sari, ten rengi
Sar1, ten rengi

Kahverengi, siyah
Pigmentsiz yada pigmentli
Opak yada benekli koloniler

Gram pozitif kok: Peptococcus niger
Gram negatif basil: F.nechrophorumam
subsp.fundiliforme

Gram negatif basil: Porphyromonas spp.
Gram negatif basil : Prevotella spp.
Gram negatif basil: F.nucleatum

Yogunluk (seffaf koloni)

Gram pozitif basil: B. ureolyticus,
Actinomyces naeslundii

Koku
Hos olmayan tatli kokusu Gram pozitif kok: Peptostreptococcus
At ahir1 kokusu anaerobius

Clostridium difficlie
Yayilan koloni C.tetani
Agar1 cukurlastirma B.gracilis, B.ureolyticus, Wolinella spp.
Cift zonlu hemoliz C.perfringens

Oriimcek ag1 benzeri koloni

Gram pozitif basil: P.propionicum,
A.israeli (geng koloni)

Sahanda yumurta goriiniimii

Gram negatif basil : F.varium,
F.mortiferum

Az disi goriiniislii koloni

Gram pozitif basil: P.propionicum,
A.israeli (yasl koloni)

Ekmek kirintis1 goriiniimlii

Gram negatif basil: F.nucleatum

Buzlu cam goriintiisii

Gram negatif basil: F.nucleatum

UV s18inda floresans verme
Kirmizi

Tugla kirmizisi

Acik yesil

Gram negatif kok: Veillonella spp.
Gram negatif basil: Prevotella spp.,
Porphyromonas spp.

Gram negatif basil: F.nucleatum,
F.nechrophorumam subsp.fundiliforme
Gram pozitif basil: C.difficile
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Resim 2: Bazi anaeroplarin ana plak goriintiileri (Caligmamizdan)

A: Hemoliz yapmis, beyaz, seffaf koloniler

B: Hemoliz yapmus, beyaz, opak koloniler

C: Mikst enfeksiyon gosteren anaerop plak goriintiisii, en az 3 farkl bakteri
kolonisi goriiliiyor: siyah pigment yapmis, parlak ve kiigiik koloniler

2.13. Anaerop Bakterilerin Tanimlanmasi

Anaerop mikroorganizmalarin konvansiyonelydntemlerle tanimlanmalari
maliyetli ve zaman alicidir bu ylizden her mikrobiyoloji laboratuvarikendi biit¢esine
goredegerlendirme yapmalidir. Anaerop mikroorganizmalar icin
yapilanidentifikasyon testlerine gore Seviye 1, Seviye 2 ve Seviye 3 olarak
tanimlama seviyeleri tanimlanmigtir. Laboratuvarlar kendi imkanlarina gore farkl

seviyelerde anaerop bakteriyoloji seviyesini kurabilir [41, 43].
2.13.1. Seviye 1 Identifikasyon

Bu tanimlama diizeyinde kiiltiirdeilireyen anaeroplarin Gram boyanmasi, saf
olarak pasajlanmasi, besiyerlerindeki koloni goriiniimlerinin yorumunu i¢ermektedir
[43, 44]. Anaerop mikroorganizmalarin bu sekilde cins seviyesinde tanimlamalarinin
yapilabilmesi i¢in belli konsantrasyonda antibiyotik igeren disklerle identifikasyonu

gereklidir [27].
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Resim 3: Saf Kiiltiirden yaplan Gram Boyama Goriintiileri (Calismamizdan)
A: P. acnes (Gram pozitif basil),
B: Capnoctophaga sputigena (Gram negatif basil)

»- S )

Resim 4: Bazi anaeroplarin ana plaklari, koloni morfolojisi, pigment, hemoliz
olusumu (Calismamizdan)
A: Siyah pigment ve hemoliz yapmis koloniler
B: Beyaz opak ve beyaz hemolizli koloniler

2.13.2. Seviye 2 Identifikasyon

Bu seviyede Seviye 1’e ek olarak katalaz, nitrat ve indol reaksiyonu, safraya

olan diren¢ gibi basit biyokimyasal testlerle yapilir [27, 43]. Anaerop bakterilerin
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tanisinda kullanilan testler arasinda karbonhidrat fermantasyon reaksiyonlari, katalaz,
eskiilin hidrolizi, nitrat rediiktaz (nitrat disk testi), safrada lireme varlig1, iireaz testi,
lesitinaz ve lipaz reaksiyonlari, DNA-az arastirilmasi, jelatin hidrolizi, hareket
muayenesi, indol testi, toksin iiretimi ve 6zel potense sahip antimikrobiyal disklere
duyarlilik sayilabilir. Disklerle yapilan identifikasyon Gram boyamay1 destekleme ve
on gruplandirmaya yardimci olur. Mikroorganizmanin antimikrobiyal duyarliligini
gostermez. Gram pozitifler kolistine direngli, vankomisine duyarli iken gram

negatiflerin ¢ogu vankomisine direnglidir [34, 42].

Tablo 9: Identifikasyon diskleri ile anaerop bakterilerin 6n tanis1 [23, 27]

VANKOMISIN | KOLIiSTIN  KANAMISIN

BAKTERI CINSI
(5MG) (10MG) (1000MG)
Gram pozitif s! R A%
Gram negatif R’ A% A%
Fusobacterium spp. R S S
Porphyromonas spp. S R R
Veillonella R R S
Prevotella R R \Y
B.fragilis grubu R R R
B.ureolyticus R S S

R: Direngli, V: Degisken, S:Duyarli
! Lactobacillus “un bazi tiirleri ve Clostridium innocuum tiirlerinin ¢ogu vankomisine
direnglidir.

% Porphyromonas spp. vankomisin sensitiftir.

90’11 yillarda bazi anaerop gram negatif basillerin tanimlanmasinda kullanilan

konvansiyonel yontemlerden bazilar1 Tablo 10°da gosterilmistir:
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[45]

Tablo 10: Identifikasyon diskleri ile anaerop gram negatif basillerin 6n tanisi

—_
o0 —_~ — —_~ —_
= ) on )
= oh S| -~ = = | = 2
™ ‘2 S - S S |\ wn
o0 s = = it N — N
E < g v— S - ~ - =
w | x=| <] = = £ | =5 %
S| £ = 7z | 2|3 =
E | &z |2| F | =2 |E|&|l E
Z|&z|E| 5| E 2|5 2
SB | 2| &~ S T | = s
< 8 M =~ >
%
Bacteroides fragilis R S R R R S S R
grup
Bacteroides S S R S S/R S S S/R
melaninogenicus grup
Bacteroides oralis D S R E RS D D R
Bacteroides corrodens 3 S 2 S P S S R
Fusobacterium
q R R S S/R S R R R
mortiferum,
Fusobacterium varium
Fusobacterium necrophorum S/R R S S S S/R S R
Fusobacterium nucleaum S R S S S S/R S R

S: Duyarli R: Direngli

Resim 5: Identifikasyon diskleri ile tanimlama.
A: B. fragilis (MALDI-TOF sonucuna gore)-vankomisin, kolistin,
kanamisin direncli
B: Actinomyces radingae (MALDI-TOF sonucu)-vankomisin, kanamisin

duyarli, kolistin diren¢li(Calismamizdan)
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2.13.3. Seviye 3 identifikasyon

Anaerop enfeksiyonlarda etken olan anaerop mikroorganizmalarin %50-75
kadarimin tanimlamasinin yapilabildigini, %27’sinin ise tanimlanamadigini son
yillardaki caligmalar gdstermistir. Bunun esas nedeni anaerop mikroorganizmalarin
konvansiyonel yontemlerle tanimlanmasindaki gii¢liiklerden ve taksonominin sik sik
degismesidir [46-48]. Bunlarin sonucunda gliniimiizde anaerop enfeksiyonlarin rutin
tanisinda molekiiler yontemler de yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmustir.
Giliniimiize kadar anaerop mikroorganizmalarin tanisinin dogru konulabilmesi igin

gelistirilen sistemlerden bazilar1 [43]:

1. Hizli enzim belirleme sistemleri Rapid ID 32A, RapID ANAII, ANI
Card-Vitek)

2. Kiciltiilmiis biyokimyasal sistemler (API, BBL Crystal Anaerobe,
Sceptor Anaerobe)

3. Metabolik son iiriinleri tespit eden analizler (metil ester analizleri,
sitotoksisite testleri, gaz-s1v1 kromotografisi, serbest yag asidi analizleri)

4. Enzim substrati tagiyan diskler (ROSCO tablet)

5. Matrix-aracilt lazer desorpsiyon-kiitle spektrofotometrisi (MALDI-TOF
MS)

6. Niikleik asit prob teknigi ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) dir [49,
50].

2.14.Anaerop Bakterilerde Tedavi

Basarili bir anaerop enfeksiyon tedavisi i¢in uygun antimikrobiyal tedaviyi
secmek ve tedavi etmek gerekmektedir. Siklikla beraberinde apse drenaji ile
ortamdaki bakterileri uzaklastirmak, yabanci cisimleri elimine etmek, nekrotik
dokunun debridman1 ve diger cerrahi yontemler uygulanmasi gerekmektedir.
Onceleri ¢ogu anaerop bakterinin tahmin edilebilir bir antimikrobiyal duyarlilik
paterni oldugu, sadece monobakteriyel enfeksiyonlarda identifikasyon ve cesitli
antibiyotikler i¢in antibiyotik duyarlilik testleri yapilmasi gerektigi diisiintilmiistiir.
Bu yaklagimin yetersiz oldugu daha sonra anlagilmigtir. Bazi antibiyotiklerin (6rn:
metronidazol, ampisilin sulbaktam, karbapenemler ve piperasilin tazobaktam)

genellikle anaerop bakterilerin hepsine etkili olmasina ragmen; duyarliliklar1 heniiz
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bilinmeyen ve tedavide kullanilabilecek cesitli antbiyotikler bulunmaktadir. Pek¢ok
anaerop bakteride klindamisin, tetrasiklin, sefoksitin, kloramfenikol, karbapenemler
ve metronidazole direng genleri bulunmustur. Invitro ortamda yapilan c¢alismalarda
da bu genin aktarilabildigi tespit edilmistir. B. fragilis grubunun cogu
sefalosporinlere ve penisiline direnclidir; ayrica klindamisine de giderek artan bir
direng s6z konusudur. Lactobacillus spp., Propionobacterium spp., Actinomyces
spp., diger gram pozitif anaerop bakteriler ve bazi anaerop koklar metronidazole
dogal direnglidir. Florokinolonlarin bazilar1 (6zellikle moksifloksasin) oOnceleri
anaeroplara kars1 etkin olmasima ragmen bu antimikrobiyallere de hizli bir sekilde
direng gelismistir. Clostridium’lara ve bazi anaerop gram negatif basillere karsi,
ikinci ve tiglincii kusak sefalosporinler, klindamisin, penisilin ve {ireidopenisilinler
etkili olabilir. Bu antimikrobiyallere kars1 diren¢ oldukca fazla degisken

olabilmektedir. Karbapenemlere kars1 direng anaeroplarda olduk¢a nadirdir [23].

Anaeroplarin izole edilmesi ve identifikasyonu zaman alict oldugu igin,
genellikle klinisyenin antimikrobiyal duyarlilik sonuglarin1 beklemeden ampirik
tedaviye baslamasi gerekmektedir. Bu yiizden, lokal bir hastanede tespit edilmis yada
literatlirde bildirilen duyarlilik sonuglari, tedavi protokolleri ve klinisyenin tecriibesi

tedavinin 6nemli ve ilk basamagini olusturur.

Klinik olarak anlamli anaerop bakterilerin antimikrobiyal duyarlilik
paternlerinde anlamli farkliliklar bulunmaktadir. Bu yilizden bu bakterilerin invitro
duyarhilik test sonuglarinin bildirilmesi, yaymlanmasi ile uzun siireli tedavi
gerektiren endokardit, tekrarlayan ve direngli bakteriyemi, akciger apsesi, pulmoner
hipertansiyon, osteomiyelit vb. ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde yada ampirik

tedaviye yanit alinamayan enfeksiyonlarin tedavisinde yol gosterici olmaktadir.

Antimikrobiyal duyarlilik testi yapilmasi i¢in diger bir gerek¢e de, anaerop
veya aeroplar kaynakli baska bir hastalikta nadir yada yeni bir bakterinin saptanmasi
ve tedaviye karar verebilmek icin temel olusturacak bariz bir klinik 6rnek
olmamasidir. Ayrica anaeroplar konusunda deneyimli mikrobiyologlarin yeni
piyasaya siiriilen antimikrobiyallerin etkinliklerini aragtirmak i¢in de antimikrobiyal
duyarlilik testi yapmalar: tesvik edilmelidir. Diger yandan oncelikle yerel, bolgesel

ve ayrica diinya ¢apindaki duyarlilik paternleri de takip edilmelidir.
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Bazi anaerop bakterilerin virulans oOzellikleri ve bunun yaninda c¢esitli
antibiyotiklere genellikle direngli olmalar1 sebebiyle, antimikrobiyal duyarlilik
testlerinin yapilmasi 6zellikle 6nemli olmaktadir. Bunlara 6rnek olarak; Bacteroides
fragilis grubu, Fusobacterium mortiferum, F.necrophorum, Bilophila, pigmentli

Prevotella-Porphyromonas grubu, diger Prevotella spp. verilebilir [23].

Anaerobik koklar genellikle penisilinlere ve karbapenemlere (6rn: imipenem,
meropenem) duyarli, genis spektrumlu sefalosporinler, eritromisin, klindamisin ve
tetrasiklinlere orta duyarli ve tiim diger aneroplarda oldugu gibi aminoglikozidlere
direnclidirler. Monomikrobik enfeksiyonlar i¢in genellikle spesifik tedavi endike olsa
da, anaerop enfeksiyonlarin ¢ogu polimikrobik oldugu igin, anaerop ve aerop

etkinligi olan genis spektrumlu tedaviler daha ¢ok tercih edilmektedir [19].

Aktimikoz tedavisi i¢in lokalize absenin drenaji yada etkilenen dokunun
cerrahi  debridmant ve uzatilmis antibiyotik tedavisinin kombinasyonu
gerekmektedir. Actinomyces’ler genellikle penisilin, klindamisin, makrolid ve
karbapenemlere duyarlidir. Actinomyces’lerin ¢ogu metronidazole direngliyken,
tetrasiklinlerin degisken etkinligi bulunmaktadir. Uzamis (6rn:4-12 haftalik) tedaviye
ragmen diizelmemis vakalarda drene edilmemis odaktan siiphelenilmelidir. Yogun
doku dekstriiksiyonu olan vakalarda bile tedaviye yanit genellikle iyidir. Agiz ve
intestinal sistemin yaralanmalarinda oral hijyenin iyi bir sekilde saglanmasi,
stirdiiriilmesi ve uygun antibiyotik profilaksisi bu ¢esit enfeksiyonlarin azaltilmasina

katkida bulunabilir.

Propionobacterium spp. i¢in eritromisin ve klindamisin gibi antibiyotikler

kullanilabilir.

Laktobacillus spp.’ler  vankomisine  direnglidir. Penisilin  ve

aminoglikozidlerin kombine tedavisi bakterisidal aktivite i¢in gereklidir.

Ciddi anaerobik enfeksiyonlar1 tedavi edebilmek i¢in genellikle cerrahi ve
antibiyotik tedavisinin beraber uygulanmasina gerek duyulmaktadir. Genellikle

B.fragilis grubunun tiim tiiyeleri, cogu Porphyromonas ve Prevotella tiirleri, ayrica
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baz1 Fusobacterium izolatlar1 § laktamaz tliretmektedir. Bu enzimin varlig1 bakteriyi

pekeok sefalosporine ve penisiline direngli kilmaktadir.

Gram negatif anerop basillerin tedavisinde en iyi antibiyotikler metronidazol,
karbapenemler ve 8 laktam- 3 laktamaz inhibitorleri (6r: piperasilin tazobactam) dir.
Bacteroides tiirlerinde plazmid aracilig ile aktarilan klinmadisin direnci artmaktadir

[19].

2.15. Anaerop Bakterilerde Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

2.15.1. Agar Diliisyon

Giliniimiizde CLSI, rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda anaeroplarin
cogunlugu icin antimikrobiyal duyarlilik testlerinden agar diliisyon metodunu
onermektedir. Fakat B.fragilis grubu i¢in broth mikrodiliisyon metodu da alternatif

olarak uygulanabilir.

CLSI M11-A8 (2012), %5 hemolize koyun kani, 5 pg/ml hemin ve 1 pg/ml
vitamin K1 ilavesiyle zenginlestirilmis brucella agar kullanilarak yapilan agar
dilisyon yontemini referans yoOntem olarak belirtmistir. Hazirlanan plaklara
antimikrobiyal madde, stabil olmamasindan dolayr (imipenem, klavulanik asit gibi)
kullanilacag1 zaman eklenmelidir. Bu yontem pratik ve ekonomik olmamasina
ragmen ¢esitli laboratuvarlarin  MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu)

degerlerinin dogru bir sekilde karsilastirilmasina olanak vermektedir [23, 51].

2.15.2. Broth Mikrodiliisyon

CLSI M11-A8 (2012)‘de B. fragilis grubu bakteriler i¢in tanimlanmis bir
yontemdir.%5 hemolize koyun kani, 5 pg/ml hemin ve 1 pg/ml vitamin K1 ilavesiyle

zenginlestirilmis brucella broth kullanilir [23, 51].

37



2.15.3. Broth Disk Diffiizyon ve Eliisyon Testi

Broth disk eliisyon ve disk agar diffiizyon testleri eskiden kullanilmakta iken,
duyarlilik sonuglar1 referans yontem olan agar diliisyon ile korelasyon gostermedigi

i¢cin anaerop bakterilerde rutinde kullanilmamalidir [23, 51].

2.15.4. E-Test

Etest metodu gilivenilir sonuglar vermektedir. Pahali bir yontemdir.
Saflastirilmis bakteri kolonilerinden 0.5 Mc Farland ayarlanarak Brucella kanli agar
kullanilarak yapilir. Plaklar 35°C’de anaerop ortamda 48 saate kadar bekletilir. B.
fragilis ve diger hizli ireyen anaeroplar igin bu siire 24 saat olabilir. Degerlendirme
yapilirken serit ile eliptik inhibisyon zonunun kesistigi nokta MIK degeri olarak
kabul edilir. Tek cesit anaeroplar i¢in bu yontem c¢ok pratik ve basarilidir. Fakat
standart metodlarla karsilastirildiginda bazi uyumsuzluklar oldugu anlasilmistir.
Omek olarak testin yapildig1 sartlar ve besiyeri kalitesinin metronidazol MIK
degerini etkiledigi bulunmustur. Bundan korunmak igin kullanilcak besiyerleri bir

gece Onceden anaerop ortama alinabilir [51].

Yapilan calismalarda antimikrobiyal duyarlhilik testlerinin  avantaj-

dezavantajlari ile bazi temel 6zellikleri Tablo 11 ve Tablo 12’de sunulmustur [37]:

Tablo 11: Anaerop bakterilerle yapilan c¢alismalarda duyarhilik test
yontemlerine ait kargilastirmalar

Lo INKUBASYON
Antimikrobiyal Kullz}nllz}n INOKULUM SURESI
Duyarlhk Test Besiyeri
. . (SAAT)
Yontemi
Broth Zenginlestirilmis 10° hiicre/ml 48

mikrodiliisyon Brucella broth (105 / kuyucuk )

0.5 McFarland,
E test Brucella kanli agar ekiivyonla 24-48
besiyerine yayilir.

Zenginlestirilmis

5 1
Brucella kanli agar 10’ hiicre/alan 48

Agar diliisyon
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Tablo 12: Anaerop bakterilerle yapilan c¢alismalarda duyarlilik test
yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari

KULLANILAN
YONTEM

Agar diliisyon

Broth mikrodiliisyon

E test

AVANTAJLARI

Cok sayida bakteri ve
antibiyotik denenebilir.
Referans yontemdir.

Cok sayida antimikrobiyal
ve izolat denenebilir.
Ekonomik, ticari paneller
mevcut.

Nadir hasta suslar1 i¢in
uygundur. Dogru MIK
degerleri.

DEZAVANTAJLARI

Pahal1 bir yontemdir.
Yogun laboratuvar
islemleri.

Bazi cinsler iyi iiremez.
Donmus panellerin
icindeki besiyeri
miktar az.

Siirveyans ¢alismalari
i¢in pahali

Antimikrobiyal duyarlilik test yontemlerinde kullanilan kalite kontrol

suslarina ait bilgiler asagida verilmistir.

[

B. fragilis ATCC 25285 (Kullanim1 agar diliisyon ile sinirlidir.)

2. Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741 (Kullanim1 agar diliisyon ile

sturhidir.)

(9]

C. difficile ATCC 700057 (Kullanim1 agar diliisyon ile sinirlidir.)

4. Eggerthella lenta ATCC 43055 (Agar diliisyon, broth dillisyon ve E-test
yontemlerinde kullanilabilir.) [51].

2.16. p-Laktamaz Testi

B-Laktamaz testi, B-laktamaz liretimini saptamaya yarar, ¢ok sinirl bir bilgi

saglar ve sadece penisilin tedavisi diisliniiliiyorsa fayda saglayabilir. Ciinkii (-

Laktam direncine neden olabilen farkli mekanizmalar da mevcuttur ve testin negatif

olmasi1 bakterinin penisiline kesin duyarli oldugunu gostermez. B. fragilis grubundaki

bakteriler i¢in bu test gerekli degildir. Ciinkii tiim subtiplerinin B-laktamaz pozitif

oldugu yada baska mekanizmalarla penisiline direncgli oldugu bilinmektedir. Anaerop
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bakterilerin B-laktamaz enzimi iiretimini arastirmak igin, ticari olarak temin edilen,
bir ucunda nitrosefin gibi kromojen bir sefalosporin siispansiyonu bulunan test
cubuklar1 kullanilmaktadir. B-laktamaz aktivitesi sonucu beta-laktam halkasinin
hidrolizi gercekleserek test cubuklarinin ucu saridan kirmiziya doniisiir. Bu
reaksiyon pozitif olarak degerlendirilir. Bu reaksiyon 5-10 dakika icinde

gerceklesirken, bazi1 Bacteroides tiirleri i¢in 30 dakika gerekebilir [51].

2.17. Anaeroplardaki Antibiyotik Direnci

Tiim anaeroplar trimetoprim- siilfametaksozol ve aminoglikozidlere direnglidir.
Kloramfenikol direnci ¢ok nadirdir. Direng nitrorediiksiyon yada asetiltransferaza
bagli ilacin inaktivasyonundan kaynaklanir; kloramfenikoliin hematopoetik sisteme

toksik oldugu unutulmamalidir.

2.17.1 Gram-Negatif Anaeroplar
2.17.1.1 Bacteroides Fragilis Grup

B. fragilis grubunda 23 tiir bulunmaktadir. B. fragilis genellikle bu grup
tiyeleri arasinda antibiyotiklere en duyarli olan tiir olmasina ragmen, %95’inden

fazlas1 siklikla B-laktamaz tiretimine bagl penisiline direnglidir [51, 52].

Son 10 yilda duyarlilig1 % 90°dan % 70’e diismesine ragmen, piperasilin B.
fragilis grubuna kars1 en etkin iireidopenisilindir [52]. 1.jenereasyon sefalosporinler
ve oksasilin ve nafsilin gibi penisilinaza direngli penisilinler bu bakterilere etkili
degildir. Piperasilin-tazobaktam, ampisilin-sulbaktam, tikarsilin-klavulanat ve
amoksisilin-klavulanat gibi B-Laktam—B-laktamaz inhibitorleri B. fragilis grubu
tyelerinin neredeyse tiim {iiyelerine kars1 etkindir. Fakat, Taiwan’da yapilan
calismalardan birinde B. fragilis ve B. fragilis grup lyelerinde %48 oraninda
ampisilin- sulbaktama direng tespit edilmis. Benzer sekilde, Avrupa’da yapilan bir
calismada Bacteroides tiirlerinin %10’unda amoksisilin-klavulanat ve piperasilin-

tazobaktamin her ikisine de direng tespit edilmistir [51].
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Sefalosporinlerden sefoksitin ve sefotetan genellikle B. fragilis’e etkilidir [S1,
53]. Bacteroides spp.’de diinya ¢apinda klindamisin direncinin yaklasik %40’larda
oldugu bildirilmistir. Karbapenemler (ertapenem, imipenem, doripenem ve
meropenem), tinidazol, kloramfenikol ve metronidazol genellikle B.fragilis grup
iyelerinin neredeyse hepsine etkindir bunun yaninda imipenem ve metronidazole
direncli suglar da tespit edilmistir. Taiwan’ da yapilan calismalardan birinde
imipenem ve meropeneme direng¢ orammnin B. fragilis'te % 7-12, B.

thetaiotaomicron’da %3-7 arasinda oldugu tespit edilmistir [51].

B. fragilis grubuna ait tiirlerde ve diger anaeroplarda diinya ¢apindaki yaygin
kullanim1 nedeniyle florokinolon direnci artmaktadir.1994 yilinda trovafloksasin
anaerop enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilmak istendiyse de toksisite endisesi
nedeniyle kisa siirede piyasadan kaldirilmistir. Moxifloksasin de intra-abdominal, cilt
ve yumusak dokunun anaerobik enfeksiyonlarinda kabul gérmiistiir, invitro ortamda
B. fragilis ve diger anaeroplarin ¢ogunaetkili iken, B. thetaiotaomicron’ a zayif
etkilidir. Cok merkezli bir ¢aligmada (1997°den 2004’e), Snydman ve ark. nin
raporuna gore: B. fragilis ’lerin % 32’sinde, B. thetaiotaomicron’larin % 33’ilinde, B.
ovatus’larin % 39’unda ve B. vulgatus izolatlarinin %56 ‘sinda moksifloksasin
direnci tespit edilmistir. Diger yandan, intraabdominal enfeksiyonlardan izole edilen
hem B. fragilis hem de B. thetaiotaomicron izolatlarinin %87’ sinin moksifloksasine
duyarli oldugu bulunmustur (2001-2004 arasi). B. fragilis grup izolatlarinin
%86°‘smin (303/363) ve Eubacterium, Porphyromonas, Fusobacterium, Prevotella,
Clostridium perfringens ve Peptostreptococcus tiirlerinin aralarinda bulundugu diger
anaeroplarin  417/450’sinin <2 pg/mlI’lik  moksifloksasine duyarli oldugu
bulunmustur. Taiwan’da yapilan ¢alismalardan birinde nosokomiyal ve kanda izole
edilen B. fragilis’lerin  %90’sinda, B. thetaiotaomicron’larin %87 sinde

moksifloksasin duyarliligi bulunmustur [51].

Tigesiklinin CLSI yada EUCAST’te anaeroplar i¢in tanimlanmis bir MIC
degeri olmamakla birlikte FDA onayli MIC (<4 pg/ml) ile degerlendirme
yapilabilmektedir ve invitro ¢aligmalarda pekc¢ok anaerop tiiriine kars1 etkin oldugu

bulunmustur [51, 52].
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2.17.1.2 Porphyromonas ve Prevotella

Bu bakterilere ait duyarlilik bilgisi azdir fakat her ikisi de B. fragilis grubuna
gore daha duyarlidir. Amerika’daki Prevotella spp. suslarinin %50’sinde, Taiwan ve
Avrupa’da ise %94’iinde B-laktamaz tliretimine bagl penisilin ve ampisiline direng
tespit edilmistir. Yayinlarin ¢ogunda sefotetan, piperasilin ve sefoksitine %70-90
arast duyarhilik bulunmustur. Porphyromonas spp. suslarmin %8’1 [(-laktamaz
iiretmekte, bu oran pelvik enfeksiyonlarda %17’ye ¢ikmaktadir. Klindamisin direnci
cok az tespit edilse de Prevotella ve Porphyromonas’larda kloramfenikol,

metronidazol ve karbapenemlere genellikle hepsi duyarhidir [51].
2.17.1.3 Diger Gram-Negatif Basiller

Fusobacterium nucleatum’da penisilin direnci gozlenmistir. Cocuklarda
antibiyotiklere maruz kalma ve beta laktamaz iiretimi nedeniyle artan bir diren¢ s6z
konusudur. Genellikle Fusobacterium spp.’lerin %90’dan fazlasi sefamisin ve
sefalosporinlere duyarlidir. Bilophila wadsworthia siklikla beta laktamaz iiretmekte
ve bu ylizden ampisilin ve penisiline direngli olmakla birlikte, metronidazol,
karbapenemler, sefoksitin, klindamisin ve beta laktam —beta laktamaz inhibitorii

kombinasyonlarina genellikle duyarlidir [51].

2.17.2 Gram-Pozitif Anaeroplar
2.17.2.1 Sporsuz Gram Pozitif Basiller

Actinomyces, Propionibacterium, Eubacterium grubu ve Bifidobacterium’lar
genellikle penisilin, karbapenem ve sefalosporinler gibi B-laktam ajanlara ve pB-
laktam — B-laktamaz inhibitérii kombinasyonlarina duyarlidir. Laktobacillus spp.
siklikla penisilin ve ampisiline genellikle duyarlidir. Anaeroplar i¢in belirlenmis bir
vankomisin MIC degeri olmamakla birlikte, tiim Propionibacterium spp.’lere,
Eubacterium grup tiirleri, Actinomyces spp., baz1 Lactobacillus spp tlirleri ve anaerop
gram pozitif koklara invitro ortamda etkinliginin ¢ok iyi oldugu bulunmustur. Fakat
Lactobacillus casei ve pekgok baska tiirlere karsi da diisiik etkinligi vardir.

Daptomisin, linezolid ve telavansin gibi gram pozitiflere etkin yeni ajanlarin anaerop
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gram pozitiflere in vitro etksi miikemmeldir. Gram pozitif anaerop sporsuz basillerin
¢ogu metronidazole direnglidir. Moksifloksasin Actinomyces tiirlerinin ¢oguna

etkilidir [51].

2.17.2.2 Clostridium

C. perfringens florokinolonlar vb ¢ogu anaerobik antimikrobiyallere duyarl iken, C.
difficile, Clostridium clostridioforme ve Clostridium innocuum klindamisin, beta
laktamlar, ve florokinolonlara potansiyel direng ile beraber farkli duyarhilik
oranlarina sahiptir. Metronidazol ise etkilidir. C. difficile'nin tim diinyada

metronidazole ve vankomisine duyarliligi devam etmektedir [51].

2.17.2.3 Gram-pozitif koklar

Gram pozitif koklar B-laktamlara, sefaolosporinlere, karbapenemlere, [3-
laktam—f-laktamaz inhibitér kombinasyonlarina, kloramfenikol ve metronidazole
yiikksek oranda duyarhidir. Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarindan elde edilen
izolatlarda  florokinolon direncive bazi izolatlarda klindamsin  direnci
gozlenmektedir. Metronidazol direngli anaerobik kok tespit edildiginde
metronidazole her zaman direngli olarak bilinen Streptococcus anginosus ile
karisabilecegi akilda tutulmali ve tanimlamanin dogru olup olmadigi kontrol

edilmelidir [51].
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3. GEREC

3.1. Kullanilan Besiyerleri, Kitler ve Cihazlar
3.1.1. Brucella Kanh Agar (BA)

Anaeroplar1 izole edebilmek i¢in temel besiyeri olarak kullanildi. Ayrica
anaerop bakterilerin liremesini arttirmak i¢in hemin, vitamin K1 ve defibrine koyun

kani ilave edildi.

Icerigi: Brucella broth 1000 ml.
Agar 2.5 gr.
Hemin stok soliisyonu 1 ml.
Vitamin K1 soliisyonu 1 ml.

Hazirlamisi: Hemin ve vitamin K1 stok soliisyonlari hazirlandi. 20 ml.
%95’lik etanol i¢cinde 0.2 gr. vitamin K1 c¢oziilerek (10 mg/ml) steril ve kapakh
sigselerde 1s1ktan uzakta ve sogukta saklandi. Stok hemin soliisyonunu hazirlamak i¢in
ise 0.5 gr. hemin 10 ml. NaOH iginde ¢oziildii ve hacmi 100 ml’ye tamamlandi.
Temel besiyeri sicak su banyosunda isitilarak eritildi ve 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edildi. 50°C’ye kadar sogutuldu. Temel besiyerine aseptik
kosullarda %35 defibrine koyun kani, 1 ml. vitamin K1 ve 1 ml. hemin soliisyonu

ilave edildi. 20’ser ml olacak sekilde plaklara dagitildi ve 4-6 °C’de saklandi.

3.1.2. Zenginlestirilmis tioglikolat besiyeri

icerik: Triptikaz 15 gr.
Resazurin 0.001 gr.
Dekstroz 5.5 gr.
Maya Ozeti S gr.
L-sistein 0.5 gr.
Sodyum klorid 2,5 gr.
Sodyum tioglikolat 0.5 gr.
Agar 0.75 gr.

Hazirlamisi: 29,8 gram igerik, 1 ml. hemin solusyonu, 1ml. vitamin K1 ve
l1gr. sodyum bikarbonat 1 litre distile suda ¢oziildii ve final pH’1 7.1 olarak ayarlandi.
Eriyene kadar 1sitildi (1 dakika). 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. 18
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ml.’lik steril cam tiiplere dagitilarak, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda muhafaza

edildi.

Resim 6: Orneklerin tiyoglikolatli buyyona alinmasi (Caligmamizdan)

3.1.3. Skim Milk

Hazirlamisi: 250 ml. distile su i¢inde 25 gr. skim milk igerigi ¢oziildii.

Ependorf tiiplere 1 ml dagitildi. 121 °C’de 5 dakika otoklavlanarak steril edildi.

3.1.4. MALDI-TOF MS

Calismaya aldigimiz ve MALDI- TOF ile tanimladiimiz tiim anaerop
bakteriler Brucella agara pasajlandi, 48 saatlik saflastirma pasajlarindan sonra koloni
morfolojisi agisindan MALDI - TOF ile identifikasyonu siipheli olan koloniler yada
MALDI - TOF ile sar1 ve kirmiz1 renkte identifiye edilen koloniler tekrar MALDI-
TOF sistemi ile tanimlandi. Taze kiiltiirlerden 1-2 koloni alinarak maldi plagindaki
(96 orneklik paslanmaz celik tekrar kullanilabilir 6rnek uygulama plakasi) noktasal
bolgelere konuldu, orneklerin iizerine 1ul formik asit ¢cozeltisi eklendi ve kurumalari

icin oda sicakliginda bekletildi daha sonra &rneklerin tizerine 1ul matriks ¢ozeltisi
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(Bruker Daltonics GmbH HCCA Matriks=siyano 4 hidroksisinnaminik asit) eklendi
ve yine oda sicakliginda kurutuldu. Matriks, 6rnek molekiillerinin iyonlagmasi i¢in
gerekli enerjinin lazer 1s18indan 6rnek molekiillerine iletilmesini saglayan bir araci
olarak diisiiniilebilir. Calismamizda MALDI-TOF-MS sistemi olarak Bruker
Daltonics Microflex LT sistemi kullanildi ve 6l¢iimler iiretici firmanin 6nerdigi
ayarlarla yapildi. 2-20 kDa kiitle araliginda, pozitif lineer modda, 337 nm Nitrojen
lazeri ile 1yonlar olusturuldu. Elde edilen spektrumlar MALDI Biotyper Otomasyon
Kontrol ve Bruker Biotyper 3.1 yazilimi (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
kullanilarak analiz edildi. Identifikasyondan &nce o6rnek uygulanan MALDI
plakasinin BTS (Bakteriyel Test Standardi) kullanilarak kalibrasyonu yapildi, analiz

validasyonu saglandi.

Bizim analizimizde kullandigimiz tanimlama kriterleri, iretici firmanin

onerdigi sekilde asagidaki tabloda 6zetlenmistir:

Tablo 13: MALDI-TOF skor degerlerinin anlami [54]

AlS{IE(I)JF(V}I YORUM SEMBOLLER | RENK

2.300- 3.000 | Yiiksek olasilikl1 tiir tanimlamasi (+++) Yesil

2.000-2.299 Muhtemel tiir, glivenilir cins (++) Yesil
tanimlamasi

1.700-1.999 Muhtemel cins tanimlamasi (+) Sar1

1.000-1.699 Kirmizi

Skor > 2 ise tiir diizeyinde glivenli tanimlama ( A diizeyi ya da yesil
renk ile temsil ediliyor)
Skor 1.700-1.999 ise cins diizeyinde giivenli tanimlama

Skor <1.700 ise giivensiz sonu¢ (C diizeyi ya da kirmizi renk ile
temsil ediliyor)
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Resim 7: Calismamizda Kullandigimiz MALDI-TOF MS cihaz1

Resim 8: Bazi bakterilerin spektrum goriintiileri (Calismamizdan)
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3.2 Anaerobik Inkiibasyon ve Denetlenmesi

Anaerop inkiibasyon amaciyla anaerop posetler, 2,5 It’lik anaerop kavanozlar
(jar) ve anaerop standart inkiibasyon konteynir sistemler kullanildi (BD GasPak™
EZ). Bunlarin i¢ine ekim yapilan besiyerleri yerlestirildi. 2,5 1t’lik jarda anaerop
ortam olusturabilecek 6zellikte olan paketler (AnaeroPack™-Anaero Mitsubishi Gas
Chemical, Japan) jarin i¢ine birakilarak jar hizlica kapatildi. Konteynir sistemler igin
bu paketlerden 2 tane kullanildi. Anaerop ortamin olusup olugmadigini kontrol etmek
amactyla metilen mavisi emdirilmis kagit stripler (Anerotest, Merck, Germany)
disardan gozlenebilecek sekilde jarin igine yerlestirildi. Bu stribin renginin maviden
beyaza doniismesi durumunda anaerop ortamin olustugu diisliniildii. Eger stripte renk
degisikligi 1-2 saat i¢inde olugsmamissa yukarida sayilan islemler tekrarlandi.
37°C’de 48 saat inkiibasyon yapildi. Anaerop inkiibasyon ve denetlenmesi Resim

9’da gosterilmistir.

Resim 9: Anaerop inkiibasyon ve denetlenmesi (Calismamizdan)

A: Anaerop jarda oksijensiz ortam olugsmamasina ragmen (Strip mavi)
B: Anaerop posette anaerop ortamin olusmustur (Strip beyaz)
C: Anaerop konteynir sisteminde anaerop ortam olugmustur (Strip beyaz)
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4.YONTEM

4.1 Orneklerin Toplanmasi

Klinik 6rneklerden izole edilen anaerop bakterilerin konvansiyonel yontem ve
MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliliklar1 konulu c¢alismaya,
01.04.2017-01.04.2018 tarihleri arasinda DUTF Hastanesi'nde c¢esitli klinik
birimlerden anaerop kiiltiir istemiyle kiiltiir laboratuvarimiza gonderilen 359 rutin
klinik 6rnek almmistir. Calisma icin DUTF Etik Kurulu’ndan 16.12.2016 Tarih ve
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu: 346 sayili karar ile onay
almmustir. Alinan klinik 6rnekler laboratuvarimiza ulastirildiktan sonra, ¢alismanin
geriye kalan kismu tiimiiyle DUTF Tibbi Mikrobiyoloji AD. Bakteriyoloji
laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Hastanemizde ticari olarak temin edilebilen
anaerop transport sistemler mevcut olmadigindan, kliniklere laboratuvarimiz
tarafindan taze hazirlanan tioglikolat s1v1 besiyeri verilmis, laboratuvar personelimize
de anaerop Ornegin vakit kaybedilmeden hemen isleme alinmasi gerektigi

hatirlatilmistir.

4.2 Orneklerin isleme Alinmasi

Steril cam tiiplerle, steril plastik kaplarla ya da steril siringalarla
laboratuvarimiza anaerop kiiltlir i¢in gdnderilen tiim orneklerin 6ncelikle anaerop
kiiltiir i¢cin uygun 6rnek olup olmadiklar1 degerlendirildi. Uygun yontemle alinmamis
veya pamuklu svablarla alinmis anaerop kiiltiir i¢in uygun olmayan toplam 2 6rnek
kliniklere haber verilmek suretiyle isleme alinmadi. Kalan 357 klinik Ornegin
makroskopik (6rneklerin piriilan, kanli olmasi, kotii koku ve siilfiir graniilleri
icermeleri gibi.) Ozellikleri ile gram boyanma 06zellikleri degerlendirildi. Gram
boyamalarda anaerop bakteriler tipik morfolojik o6zellikleri, pleomorfik boyanma
ozellikleri ve spor igerip icermemeleri yoniinden incelendikten sonra 6rnekler primer

kiiltiir plaklarina ekildi.

49



4.3. Kiiltiir

Uygun olan 6rneklerin anaerop kiiltiiri i¢in brucella kanli agara ekimleri
yapildi. Ayrica 6rneklerin %1 hemin ve vitamin K1 ile zenginlestirilmis, geri doniis
stvist i¢in kullanilan tioglikolatli buyyona ekimleri yapildi. En iyi sonucu alabilmek
icin tiyoglikolath buyyon kullanilmadan 6nce 1s1tild1 ve oda 1sisina gelmesi beklendi.
Gelen Orneklerin Gram boyamalar1 yapildi. Yaymalarin fiksasyonu methanol ile
(1dakika) yapildi. Anaerop sartlarda tiredigi goriilen kolonilerin morfolojik
gorliniimleri ve pigment olusumu incelendi. Farkli goriinlimdeki biitiin kolonilerin
anaerop ve aerop pasajlart yapildi ve yukarida anlatilan inkiibasyon islemleri
uygulandi. Yalnizca anaerop ortamda iireyen koloniler identifikasyon iglemine tabi
tutuldu. Kati besiyerlerinde anaerop sartlarda bakteri liremediyse, sivi besiyerine
yapilan ekim degerlendirildi ve dipte bulaniklik olduysa anaerop kati besiyerine ve
acrop besiyerine pasajlar1 yapilarak daha once bahsedildigi sekilde inkiibasyon

yapildu.

Resim 10: Baz1 Orneklerin Gram Boyama Gériintiileri (Calismamizdan)

A: Orta yogunlukta polimorfoniikleer 16kosit ve gram negatif basil,
gram pozitif kok, gram pozitif basil
B: Orta yogunlukta polimorfoniikleer 16kosit ve gram negatif kok
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4.4 izole Edilen Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

48-72 saatlik inkiibasyon sonunda plaklar degerlendirildi. Anaerop plaginda
iireme olmadigl halde gram boyasinda mikroorganizma goriilen tiim Orneklerin
THIO geri doniis sivisindan tekrar anaerop ekimi yapildi. Anaerop ekim plaklarinda
tireme olmamas1 durumunda, geg tlireyen anaerop bakteriler i¢in inkiibasyon siiresi 5-
7 giin kadar uzatildi. Inkiibasyon sonrasi anaerop ortamda iireyen tiim koloniler
MALDI-TOF MS ile tanimlandi. Tanimlanamayan koloniler cukulata agara
pasajlanarak aerop ve anaerop ortamda ayri ayri inkiibe edildi. Aerotolerans testi
pozitif olanlar tekrar MALDI-TOF MS ve identifikasyon testleri ile tanimlandi. Bu
isleme gore anaeroplarin ¢ogu tiir diizeyinde tanimlandi. Kalan kismi identifikasyon
diskleri ile cins diizeyinde tanimlandi. Antibiyotik tan1 diskleri testi i¢in kolistin (10
pg), kanamisin (1000 pg) ve vankomisin (5 pg) diskleri (Antimikrobiyal Duyarlilik
test diskleri, Bioanalyse, Tiirkiye) kullanildi.

Antibiyotik diskleri ile tani i¢in, buyyon igerisinde hazirlanan siispansiyon
0.5 Mc Farland bulanikligina ayarlanip steril pamuk silgi¢ler ile Brucella agar
besiyeri ylizeyine siiriildii ve antibiyotik emdirilmis kagit diskler besiyeri ylizeyine
yerlestirildi. 48 saat anaerop ortamda inkiibasyondan sonra zon caplar1 cetvelle
Olciilerek degerlendirildi. Zon ¢apr 10 mm’den biiylik olan diskler duyarh (S), 10

mm’den kii¢lik olanlar ise direngli (R) olarak degerlendirildi.

Resim 11: Identifikasyon Diskleri ile tanimlama

A: Gemella haemolysans (Gram pozitif kok) (vankomisin ve kanamisine
duyarli, kolistine direngli)

B: Eggerthia cateniformis (Gram pozitif basil) (vankomisin ve
kanamisine duyarli, kolistine direngli)
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4.5. Izole edilen anaerop bakterilerde antimikrobiyal direncin belirlenmesi

Calismamizda, ana plaklardan saflagtirma yapilarak pasajlanmig bakterilerin
antimikrobiyal direncini belirlemek i¢in kloramfenikol (Liofilchem, Italy),
metronidazole (Liofilchem, Italy), penisilin G (Liofilchem, Italy) ve imipenem
(Liofilchem, Italy) ve sefoksitin (Liofilchem, Italy) antibiyotikleri kullanilmistir. E-
test yontemi kullamlmistir ve MIK degerleri iiretici firmanin onerisine gore
sefoksitin i¢in CLSI M 11-A6’nin, diger antibiyotikler i¢cin EUCAST Version 8.0
(Ocak 2018) [55]¢in kabul ettigi MIK degerlerine goére okunmustur.

Resim 12: Ana plaktan E-test ve identifikasyon diskleri ile tanimlama igin
saflastirma pasaj1 yapilmis anaeroplar:

A: Prevotella nigrescens

B: Actinomyces odontolyticus

C: Bacteroides theatomicron

D: Stapyhlococcus saccharolyticus (Calismamizdan)
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4.5.1 Antimikrobiyal duyarhhik testi

Anaerop bakterilerin antimikrobiklere duyarliliklarinin belirlenmesi igin
antimikrobik maddelerin MIK degerini veren E test stripleri kullanildi. Duyarlilik
deneyleri i¢in kullanilan E test striplerinin MIK araliklar1 ve kodlar1 asagida

verilmistir.

Tablo 14: Calismamizda kullanilan E test striplerinin MIK araliklari, kodlar1

ve Uretici firma

b . . MiK . o
ANTIBIYOTIK . URETICI
. KODU ARALIGI .
DISKI FIRMA
(MG/ML)
Imipenem IMI 0.002-32 Liofilchem, Italy
Benzilpenisilin P 0.002-32 Liofilchem, Italy
Metronidazol MTZ 0.016-256 Liofilchem, Italy
Sefoksitin FOX 0.016-256 Liofilchem, Italy
Kloramfenikol C 0.016-256 Liofilchem, Italy

Duyarlilik testi i¢in besiyeri olarak Brucella agar besiyeri kullanildi. Besiyeri
icin 9 cm c¢aph petri kutulari kullanildi. E test stripleri —20 °C’de saklandi ve
kullanilmadan 30 dakika once oda 1sisina ¢ikartildi. Her petri kutusuna 1 adet E test
stribi yerlestirildi. Standart sus olarak Bacteroides fragilis (ATCC 25285) kullanildi.
(ATCC = American Type Culture Collection)

4.5.1.1. E testinin yapihsi:

Saf ve 24-48 saatlik genc kiiltiirlerden alinan kolonilerin, Mc Farland 1.5
bulaniklifina uyacak sekilde buyyonda bakteri siispansiyonlart hazirland.
Stispansiyonu hazirlanan buyyondan steril ekiivyon kullanilarak alinan ornek,
Brucella agar besiyerine tiim yiizeyi kaplayacak sekilde siiriildiikten sonra E test

stripleri, steril penset yardimi ile, her bir petri kabina farkli antimikrobik igeren bir
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adet E test stribi besiyeri ylizeyinde hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirildi.
Anaerop kosullarda, anaerop poset, jar yada anerop konteynir i¢inde 37 °C’de 48 saat
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda agar yiizeyinde E test striplerinin ¢evresinde
elipsoid goriiniimde inhibisyon zonlarinin olusumu gézlendi. inhibisyon zonu ve E
test striplerinin kesistigi noktadaki deger, MIK olarak kabul edildi. MIK degerine
gore Duyarli (S) ve direngli (R) olarak iki gruba ayrildi.

Resim 13: Bazi anaerop bakterilerin antibiyotik duyarliliklar

A : Anaerococcus vaginalis D: P.acnes
B : Anaerococcus vaginalis E: Finegoldia magna
C: B.fragilis F: Peptostreptococcus spp.
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Resim 14. A.radingae’nin E test yontemiyle antibiyotik duyarliligi ve
identifikasyon diskleri ile tanimlanmasi (Calismamizdan).

A: Vankomisin, kanamisin D: Kloramfenikol duyarlt
duyarli, kolistin direngli E: Sefoksitin duyarl
B: Metronidazol direngli F: Imipenem duyarl

C: Penisilin duyarli
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Tablo 15: Uretici firmanin dnerdigi (EUCAST veya CLSI’a gore) duyarlilik
ve direng degerleri

EUCAST S R(>)
Benzilpenisilin 0.25 0.5
Imipenem 2 8
Kloramfenikol 8 8
Metronidazol 4 4
CLSI S(=) I R(>)
Sefoksitin* 16 32 64

“Sefoksitin igin MIK degeri EUCAST te bulunmadigindan CLSI
MIK degerine gore degerlendirme yapild.

4.6.1zolatlarin Saklanmasi

Tiim anaerop izolatlar yagi alinmis siit tozu (skim milk) ile hazirlanmis vida
kapakli sus saklama tiipleri, gliserollii triptik soy Broth i¢eren boncuklu tiipler olmak

tizere 2 ayr1 ortamda -20°C’de saklandi.
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5. BULGULAR

Cesitli klinik orneklerden izole edilen anaerop suslar tanimlandiktan sonra

antbiyotik duyarlilik testleri yapildi.

Klinik 6rneklerin 224 (%62,7)’1 apse, 15 (%4,2)’1 asit mayi, 9 (%2,5)’u safra
stvist, 25 (%7)’1 plevra, 36 (%10)’s1 eklem,48 (%13,4)’1 doku 6rnegi idi. Toplam 359

ornegin 2 tanesi red kriterlerine gore (ekiivyonla geldigi i¢in) kabul edilmedi.

Anaerop kiiltiir yapilan 357 6rnekten lireme saptananlarin 45’inde (%12,6)
sadece anaerop, 89’unda (%24,9) sadece aerop/ fakiiltatif anaerop, 19’unda (%5,3)
hem aerop hem de anaerop iireme saptandi. Orneklerin 204 (%57.1)’iinde iireme

olmada.

Ureme saptanan érneklerden toplam 219 mikroorganizma izole edilmis olup
bunlarin 95’1 anaerop bakteri, 122’si aerop/ fakiiltatif anaerop bakteri ve 2’si
Candida tiirti idi. 224 apse Orneginden 20’sinde anaerop, 8’inde aerop ve anaerop

bakteri soyutlandi.

Anaerop istemle gelen ve isleme alinan kiiltiirlerin 64’iinde (%17,9) anaerop
tireme oldu. Anaerop lireme saptanan 64 6rnekten 95 adet anaerop bakteri soyutlandi.

Her bir anaerop iireme basina 1.4 adet anaerop bakteri liremesi oldu.
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Tablo 16: Anaerop kiiltiir istemi ile gelen 6rnek tiirleri ve lireme oranlari

- )
ot — S
‘E Z 2 | > S
=) D < | & o =
4185 g |a |S=
- 2% |5z |ZE |2 |g |z@
ORNEK r 4 D Za | = z |£3
TURU z3 |BES (32 |2 |2 |32
R (B | B8% | ob- |6~ m:
&) - B o e | B e | R e pe)
= DL Rz |02 | =2 =2 =
= “EPIERIEEIEEIE — =
< < § <| <=2 RE<« < < | &=
75 N n| QO |4 w|=2wn = wn =M
224
ABSE 627) 20 83 8 47 | 106 | 113
ASIT MAYI | 15 4.2) 0 0 2 3 0 13
SAFRA 9 (2.5) 0 2 0 0 3 7
PLEVRA 25 (7.0) 3 2 4 11 2 16
EKLEM 36 (10.0) 7 1 2 12 5 26
DOKU 48 (13.4) 15 1 3 22 7 29
TOPLAM
357 45 89
SA(Y(;) )VE (100) (12.6) | 24.9) 19(5.3) | 95 | 123 | 204

Anaerop enfeksiyon On tanisi ile gonderilen orneklerden 20 ‘si gram negatif,
99’u gram pozitif ve 2’si maya olmak iizere toplam 123 adet aerop mikroorganizma
tiredi. Gram negatif bakterilerden en sik E.coli ve gram pozitiflerden en sik viridans

grubu streptokoklar izole edildi. (Tablo 17)
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Tablo 17. Kinik 6rneklerde aerop lireyen mikroorganizmalarin dagilimi

GRAM NEGATIF GRAM POZITiF
BAKTERILER - BAKTERILER - Maya
SAYI SAYI
=
ORNEK zlel lglz | |3
TURU Sls2ag|2|5/8/2 5 |Es &
= | S (S8 5|0 | 2|5|8lg=|58 S
SIS 8¢z 2 2 |2|S|E|A% |88
S |2 |§8SEs| 8| SS|g|lerlE s
S IEE2| 8| = | & &8 R G
S RSRIS|E | &8|1S|2|2 O
> | LE v
APSE 8 | 5 1 37 |4 (27 8| 14 2 | 106
ASIT
MAYIi
SAFRA 1|1 1 3
PLEVRA | 1 1 2
EKLEM | 1 2 2 5
DOKU 2 1 3 1 7
TOPLAM | 13 | 6 2 1|43 (41278 17 2 | 123

Toplamda tanimlanan 95 anaerop bakteriden yapilan saflagtirma pasajlart ve
E-test caligmalarinda 36 ‘sinda lireme olmamistir. Kalan 59 anaerop bakteriye E-test
yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapildi. Bunlarin 16 (%27,2)’s1 gram negatif
ve 43 (%72,8)’1i gram pozitifti. (Tablo 18).
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Tablo 18: E-test yapilan 59 anaerop bakterinin say1 ve isimleri:

GRAM NEGATIF
ANAEROPLAR (16) GRAM POZITIiF ANAEROPLAR (43) (%72.8)
(%27.2)
* Bfragilis(4) Proptonobagtermm Peptoniphilus/peptostrep.
e B.theatomicron > Pavidum(2) e P.harei (2
. Porvh ° P.gcnes (8) harei ( )‘
OTpRYromonas Spp. | r - obacillus e P.anaerobius
* Porphyromonas o L.rhamnosus(2) e Peptoniphilus
. SFOrn:eecl;?:o ho ) e [L.paracasei SPp- .
. phorum(2) Anaerococcis e P.gorbachii
* Pre\/'otella SPP- e A.lactolyticus F.magna _(_3)
o P mgre'scens o Avaginalis S. gordomz
o P de'n'tzcola ol ol s P.micra ‘
e Mobilincus SPP- spp.(3) S. saccharolytlcus
e D.pneumosintes Actinomyces G(+)Basil
 C.sputigenea e A.europeaus g e)‘ctmcta
o A.radingaee (3) E:lenta
e A.odontolyticus G.haemolysans
e A.schaalii

Toplamda 59 anaerop bakterinin E-test yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik testi

yapilmustir. Anaerop gram negatif 16 bakteriye ve anaerop gram pozitif 43 bakteriye

antibiyotik duyarlilik testi yapildi: Anaerop gram negatif bakterilerin antibiyotik

duyarlilik test sonuglari: (Tablo 19)

e Bacteroides fragilis suslarinda, metronidazol, sefoksitin ve imipenem icin

diren¢ oranlar1 1/4, kloramfenikol i¢in 3/4, benzilpenisilin i¢in 4/4 olarak
saptandi.

Bir Bacteroides theatomicron susu benzilpenisiline diren¢li bulunurken;
imipenem, sefoksitin, metronidazol ve kloramfenikole duyarli bulundu.

Bir Porphyromonas somerae susu tim antibiyotiklere duyarli bulundu.
MALDI-TOF MS ile tanimlanamayan identifikasyon diskleri ile
Porphyromonas spp. olarak tanimlanan bir sus da tiim antibiyotiklere direngli
bulundu.

Prevotella spp. suslarinda kloramfenikole 2/3 ve benzilpenisiline 2/3 direng
saptandi.

Uc Prevotella susu da imipenem, metronidazol ve sefoksitine duyarli
bulundu.
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e Iki Fusobacterium nechrophorum susunda metronidazol’e 1/2 direng
saptandi.

e Iki sus da imipenem, sefoksitin, kloramfenikol ve benzilpenisiline duyarl
bulundu.

e Bir Veilonella spp. kloramfenikol ve penisiline direncli bulunurken,
imipenem, sefoksitin ve benzilpenisiline duyarli bulundu.

e Bir Capnoctophaga sputigenea imipenem ve sefoksitine duyarli bulunurken,
metronidazol, kloramfenikol ve benzilpenisiline direngli bulundu.

e Bir Mobilincus spp. sefoksitine duyarli bulunurken, imipenem, metronidazol,
kloramfenikol ve benzilpenisiline direngli bulundu.

e Bir Dialister pneumosintes metronidazol ve benzilpenisiline direngli

bulunurken, imipenem, sefoksitin ve kloramfenikole duyarli bulunmustur.
(Tablo 19)

Anaerop gram pozitif bakterilerin antibiyotik duyarlilik test sonuglari: (Tablo 19)

e iki Propionobacterium avidum i¢in metronidazol direnci 2/2, kloramfenikol
direnci 1/2 bulundu. 2 sus da diger antibiyotiklere duyarli bulundu.

e Sekiz Propionobacterium acnes i¢in metronidazol direnci 8/8, imipenem
direnci 1/8, kloramfenikol direnci 1/8,benzilpenisilin direnci 1/8 bulundu.
Sefoksitin direnci tespit edilmedi.

e Bir anaerop gram pozitif basil MALDI-TOF MS ile tanimlanamadi.
Identifikasyon diskleri ile tanimlamada vankomisin ve kanamisin duyarli,
kolistin direncli bulundu. E-test sonucu ise imipenem duyarli, diger
antibiyotikler direngli olarak bulundu.

e Ug Lactobacillus spp. susu igin metronidazol direnci 3/3, imipenem direnci
2/3, sefoksitin direnci 2/3, kloramfenikol direnci 1/3, benzilpenisilin direnci
1/3 bulundu.

e Bir Eggerrthiella cateniformis susu metronidazol ve benzilpenisiline direngli,
imipenenem, kloramfenikol ve sefoksitine duyarli bulundu.

o Bir FEggerrthella lenta susu imipenem ve sefoksitine duyarh, diger
antibiyotiklere direngli bulunmustur.

e Bes Anaerococcus susu i¢in imipenem direnci 1/5, metronidazol direnci 4/5,
benzilpenisilin direnci 2/5 bulundu. Suslarin higbirinde kloramfenikol ve
sefoksitin direnci tespit edilmedi.

e Sekiz Actinomyces susu icin imipenem direnci 1/8, metronidazol direnci
8/8(intrensek direng) bulundu. Sefoksitin, kloramfenikol ve benzilpenisilin
direnci tespit edilmedi.

e Diger anaerop gram pozitif koklar i¢in imipenem direnci 3/12, metronidazol
direnci 8/12, sefoksitin direnci 2/12, kloramfenikol direnci 3/12,
benzilpenisilin direnci 7/12 bulundu.

e Diger iki anaerop gram pozitif basil i¢in metronidazol direnci 1/2,
kloramfenikol direnci 1/2, benzilpenisilin direnci 2/2 bulundu. 1 sus
sefoksitine orta duyarli digeri duyarli bulundu. Imipeneme direnc tespit
edilmedi. (Tablo 19).
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Tablo 19: 59 Anaerop bakterinin antibiyotik direng say1 ve oranlari

Ureyen
. bakteri IMI MTR | FOX C
Bakteri Adi sayis1 n(%) | n(%) | n(%) | n(%) PG n(%)
n(%)
Gram Negatifler 16 (27.2)

B.fl’agilis 4(6.7) 1(25) 1(25) 1(25) 3(75) 4 (100)
B.theatomicron 1(1.69) 0 0 0 0 0
Porp hsy ; gmonas 2338 | 1(50) | 1(50) | 1(50) | 1(50) | 1(50)
F.nechrophorum 2(3.38) 0 1 (50) 0 0 0

2
Prevotella spp. 3(5.0) 0 0 0 (66.6) 2 (66.6)
Mobilincus Spp. 1(1.69) 1 (100) 1 (100) 0 1 (100) 1 (100)
D.pneumosintes 1 (1.69) 0 1 (100) 0 0 1 (100)
C. sputigenea 1(1.69) 0 1 (100) 0 1 (100) 1 (100)

V.parvula 1(1.69) 0 0 0 1 (100) 1 (100)
Gram pozitifler 43 (72.8)

Pmpw”sop%am””m 10169 | 1310y | 10000 0 | 2@0) | 10
G(+)Basil 1(1.69) 0 1 (100) (1(1)0) 1 (100) 1 (100)
B.extructa 1(1.69) 0 0 1 0 1 (100)

A.rimae 1(1.69) 0 1 (100) 0 1 (100) 1 (100)

Lactobacillus spp. 3(5.0) 2 (66.6) | 3(100) (662.6) (331_3) 1(33.3)

Eggerthia spp. 2 (3.38) 0 2 (100) 0 1(50) | 2 (100)

Anaerococcus spp. 5(8.4) 1 (20) 4 (80) 0 0 2 (40)

Actinomyces spp. 8 (13.5) 1(12.5) | 8(100) 0 0 0

G.haemolysans 1 (1.69) 0 1 (100) 0 0 0
Peptoniphilus/ 5(8.4) 2040) | 3(60) | 240) | 120) | 4 (80)
peptostrep.
2
F.magna 3(5.0) 1(33.3) | 2(66.6) 0 (66.6) 2 (66.6)
S.gOI’donii 1(1.69) 0 1 (100) 0 0 1 (100)

P.micra 1(1.69) 0 0 0 0 0

S.saccharolyticus 1 (1.69) 0 1 (100) 0 0 0

11 42 7 18
TOPLAM ¥ | ase) | 71y | a18) | Go.s) | 27 @D
n: Bakteri Sayis1
IMI : Imipenem MTR : Metronidazol FOX : Sefoksitin
C : Kloramfenikol PG : Benzilpenisilin
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6. TARTISMA

Insan ve hayvan patojenleri arasinda &nemli bir yere sahip olan anaerop
mikroorganizmalar ciddi hatta mortal enfeksiyonlara neden olabilir. Izole edilmeleri
zahmetli ve uzun zaman alic1 olsa da anaerop mikroorganizmalar i¢in kiiltiir halen
aln  standarttir. Izole edildikten sonra identifikasyonlar1 ve antibiyotik
duyarhiliklarinin belirlenmesinde de zorluklar bulunmaktadir. Ornek secimi, alimi,
nakledilmesi, besiyeri se¢imi ve inkiibasyon sartlar1 gibi tiim faktor ve asamalarin en

ideal diizeyde tutulmasi anaerop bakterilerin izolasyonu i¢in 6nemlidir.[56]

Diinya capinda bazi antibiyotik siniflarina direng artmaktadir. Direng oranlari
cografi bolge ve bakteri tiirlerine gore degisiklik gostermektedir. Uygun antibiyotik
tedavisini yonlendirmesi ag¢isindan antimikrobiyal duyarlilik testleri Onemlidir.
Anaerop bakteri enfeksiyonlar1 agir ve hayat1 tehdit edici olabilir. Anaeroplar i¢in
antimikrobiyal duyarlilik testleri siklikla laboratuvarlarda ¢aligilmamaktadir, fakat

uygun tedaviyi yonlendirmesi agisindan bu testler onemlidir.[57]

Wybo ve ark.[11] 403 anaerop izolatin %]15’inin apse Orneklerinden

soyutlandigini saptamaistir.

Jeverica ve ark.[58] Slovenya’da 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada 2673
anaerop izole etmistir. Bunlarin %57’si cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, %21’
abdominal enfeksiyonlar, %5’1 bas —boyun enfeksiyonlari, %5°1 kan kiiltlirlerinden
uretilmistir. En yliksek anaerop iiremeyi (%57) cilt ve yumusak doku

enfeksiyonlarindan elde etmislerdir.

Demir C.[59], 2015 yilindaki tez c¢alismasinda, anaerop bakterilerin
identifikasyonunda konvansiyonel yontemlerle beraber Vitek 2 (BioMerieux, Fransa)
otomatize sistemi, antibiyotik duyarlilik testi i¢cin de E-test yontemi kullanmistir. Bu
calismada en yiliksek gram negatif anaerop basil iireme oranlari, apse (%46.4),

periton mayi (%17.8) ve doku 6rnegi (% 14.2) olarak saptanmuistir.

Uysal ve ark.[60] anaerop bakterilerin identifikasyonunda yar1 otomatize

sistem olan BBL Crystal System (Becton Dickinson, USA) yontemi kullanmustir.

63



Izole ettikleri anaeroplarin engok apse (%44.8), sonra sirasi ile yara (%22.4) ve

yumusak doku-kemik (%11.2) 6rneklerinden elde edildigini saptamiglardir.

Dogan ve ark.[61] anaerop bakterilerin tanimlanmasi i¢in identifikasyon
diskleri ile API 20A (Anaerobe Phenotipic Identification, BioMerieux, France ) yari
otomatize sistemi, antibiyotik duyarlilik testi i¢in de E-test yontemi kullanmistir. Bu
calismada izole edilen anaerop bakterilerin en sik apse (%57.1) orneklerinden elde

edildigi saptanmustir.

Tirkkan A.A. [56], 2008 yilindaki tez c¢alismasinda anaerop bakterilerin
tanimlanmasi1 i¢in identifikasyon diskleri ve API 20A (Anaerobe Phenotipic
Identification, BioMerieux, France ) yar1 otomatize sistemi, antibiyotik duyarlilik
testi i¢in de E-test yontemi kullanmistir. Ureyen anaeroplarn gogunlugu apse

(%53.7) orneklerinden elde edilmistir.

Kaya S. [62], 2012 yilindaki tez calismasinda anaerop bakterilerin
identifikasyonunda API 20A (Anaerobe Phenotipic Identification, BioMerieux,
France ) yar1 otomatize sistemi, antibiyotik duyarlilik testi i¢in de Agar diliisyon
yontemini kullanmistir. Izole edilen anaerop bakterilerin daha cok apse (%21.6)

orneklerinden izole edildigini bulmustur.

Bizim c¢alismamizda da, identifikasyon i¢in antibiyotik emdirilmis diskler ve
MALDI- TOF MS (BioMerieux, France ) sistemi, antibiyogram i¢in de E-test
metodu kullanilmigtir.  Ureyen anearop bakterilerin gogunlugu (%49.4) abse
orneklerinden elde edilmistir. Bu oranin iilkemizde ve yutdisinda yapilmis diger

calismalarla uyumlu oldugunu soyleyebiliriz.

Ercis ve ark. [63] tanimlama i¢in identifikasyon diskleri ve “BBL Crystal
System” (Becton Dickinson, USA) kullanmistir. Anaerop kiiltiir yapilan 367 6rnegin
%32.7’sinde iireme olmadigini,%39.2’sinde sadece aerop, %7.6’sinda sadece

anaerop, %20.5’inde aerop ve anaerop birlikte iiremesi saptamiglardir.

Koru ve ark.[9] antimikrobiyal duyarlilik testlerinden E-test, ATB-ANA ve
Agar diliisyon metodlarini kullanmis ve karsilagtirmiglardir. 322 6rnekten 60 anaerop

bakteri izole etmislerdir.
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Uysal ve ark.[60] anaerop enfeksiyon On tanisi ile gelen 543 Ornegin
kayitlarin1 geriye doniik olarak incelemistir. Calisilan 6rneklerin 409’unda (%75,3)
ireme goriilmedigi, 134 Ornekte (%24,6) cesitli anaerop bakterilerin iiredigi

saptanmistir.

Taner Z.[64], 2015 wyilindaki tez calismasinda, 100 mastitli hastanin
inceledikleri cerahat orneklerinin %38’inde {ireme olmadigini,,% 47’sinde sadece
aerop, %8’inde sadece anaerop, % 9’inda aerop ve anaerop birlikte iiremesi

saptamistir.

Kaya S.[62], 2012 yilindaki tez ¢alismasinda, 296 klinik 6rnekten 15 inde
sadece anaerop (%5.0), 11 (%3.7)’sinde ise anaerop ve fakiiltatif anaeroplar beraber

tiredigini saptamistir.

Demir C.[59], 2015 yilindaki tez c¢aligmasinda, 278 Ornegin 143
(%51.4)’linde tireme olmadigini, 107 (%38.5)’sinde sadece fakiiltatif anaerop, 28
(%10)’inde sadece anaerop ve 13 (%4.7)’liinde fakiiltatif anaerop ve anaeroplarin

birlikte tiredigini saptamistir.

Tiirkkan A.A.[56], 2008 yilindaki tez c¢alismasinda 241 Ornegin 136
(%56.4)’sinda iireme olmadigini, 74 (%30.7)’linde sadece aerop, 31 (%12.9)’inde

sadece anaerop, 17(%7)’sinde aerop ve anaeroplarin beraber iiredigini saptamistir.

Dogan ve ark.[61] 100 klinik 6rnekten 63 (%63)’linde tireme olmadigini, 14
(%14)’tinde sadece anaerop, 8 (%8)’inde ise anaerop ve fakiiltatif anaeroplar beraber

tiredigini 15 (%15)’inde de sadece aerop lireme oldugunu saptamistir.

Calismamizda 357 ornegin 45’inde (% 12.6) sadece anaerop, 89’unda (%
24.9) sadece aerop/ fakiiltatif anaerop, 19’unda (%5.3) hem aerop hem de anaerop
iireme saptandi. Orneklerin 204 (% 57.1)’sinde iireme olmamistir. (Tablo 15).
Anaerop istemle gelen ve isleme alinan kiiltiirlerin 64’tinde (%17.9) anaerop lireme
oldu. Buna gore bizim ¢alismamizdan elde edilen bu oranlar iilkemizdeki ¢calismalara

benzer bulunmustur.
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Tiirkkan A.A. [56], 2008 yilindaki tez ¢alismasinda, anaerop iireme olan 31
ornekten 54 adet anaerop bakteri izole edilmistir. Anaerop iireme basina 1.7 anaerop
bakteri saptanmistir. Bizim ¢alismamizda ise anaerop iireme saptanan 64 ornekten 95
adet anaerop bakteri soyutlandi. Her bir anaerop iireme bagsina 1.4 adet anaerop
bakteri iiremesi oldu. Bizim sonucumuzla bu ¢alisma sonucunun uyumlu oldugu

saptanmistir.

Kaya S.,[62] 2012 yilindaki tez calismasinda, izole edilen anaeroplarin 14 (%
53.8)’linli gram negatif anaerop basiller,7 (%26.9)’sini gram pozitif anaerop basiller,

5(%19.2)’ini de gram pozitif anaerop koklarin olugturdugunu saptamaistir.

Tiirkkan A.A. [56], 2008 yilindaki tez ¢alismasinda, anaerop iireme olan 31
ornekte encok B.fragilis grup(%45.1) (n:14), Porhyromonas spp. (%32.2) (n:10) ve
Peptostreptococcus spp. (%32.2) (n:10) izole edilmistir. Aerop {lireme olan
orneklerin %39.1’ini Enterobacteicaee iiyeleri, %25.7’sini Staphylococcus tlirleri,

4’tnili Candida, 3’uini kiif tirlerinin olusturdugunu tespit etmistir.

Dogan ve ark.[61] lireyen anaeroplarin 14 (% 53.8)’linli gram negatif anaerop
basiller,7 (%26.9)’sini gram pozitif anaerop basiller, 5(%19.2)’ini de gram pozitif
anaerop koklarm, 1 tanesini de Candida spp. nin olusturdugunu saptamistir . 100
ornekten toplam 33 fakiiltatif anaerop izole edilmis. Bunlardan 19 gram pozitif kok,
14 gram negatif basil tretilmistir. Gram negatif bakterilerden en sik E.coli (4 izolat)

tiredigi tespit edilmistir.

Jeverica ve ark. [58] izole edilen anaeroplarin %54’linli gram negatif anaerop
basiller, %22’sini gram pozitif anaerop koklar, %21’ini gram pozitif anaerop
basillerin olusturdugunu tespit etmisler. Gram negatif anaerop basillerden en sik
Bacteroides spp. (%37), ikinci olarak Prevotella spp. (%14), 3.siklikta
Fusobacterium spp. (%7) lredigi saptanmistir. Gram pozitif anaerop koklardan en
sik Finegoldia spp. (%8), 2.siklikta Peptoniphilus spp. (%6), 3.olarak da %5 oranda
Anaerococcus spp. Uredigi tespit edilmistir. Gram pozitif anaerop basillerden en sik
Propionobacterium spp. (%8), 2.siklikta Clostridium spp. (%7), 3.siklikta ise %4

oranla Actinomyces spp. iiredigi tespit edilmistir.
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Uysal ve ark.[60] ¢aligmasinda izole edilen anaerop bakteriler arasinda da en
fazla iireyen bakterinin Bacteroides spp. (%29,9) oldugu goriiliirken, ikinci sirada
Peptopstreptococcus spp. (%23,1), lgiincii sirada Propionibacterium spp. (%20,2)

oldugu bulunmustur.

Taner Z. [64]’nin, 2015 yilindaki tez c¢aligmasinda, 100 hastanin cerahat
orneklerinden aerop en ¢ok iireyen etkenler gram pozitif koklar (en sik S.aureus,
2.siklikta S.epidermidis), 2.siklikta Corynebacterium’lar, 3.siklikta gram negatif
comaklar bulunmustur. Gram negatif ¢omaklardan en fazla E.coli iiredigi tespit
edilmistir. Anaeroplardan en sik Peptopstreptococcus spp. (%17.8), ikinci sirada
Propionibacterium spp. (%6.8), Uglincii sirada Bacteroides fragilis (%4.3) tredigi

tespit edilmistir.

Coltella ve ark.[65] pediatrik hastalardaki 318 6rnekten yaptig1 calismalarinda
anaerop Uremelerden en si1k(%76.8) Clostridium spp.’lerin izole edildigini

saptamiglardir.

Ercis ve ark.[63] anaerop enfeksiyon On tanisi ile gelen 6rneklerde en fazla
Bacteroides tiirleri(%23), 2.sirada gram pozitif anaerop koklar(%20.3), 3.sirada

Clostridium tiirlerinin(%?7.8) izole edildigini saptamislardir.

Bagka bir calismada ise, gangrendz ve perfore apandisit olgularindan izole
edilen anaerop bakterilere, en sik olarak E. coli’nin eslik ettigini belirtilmistir [66].
Saini ve ark. [67] pelvik inflamatuar hastaligi olan hastalarin, cul-de-sac aspirat
mayilerinde enfeksiyonun %43 oraninda polimikrobiyal etkenli oldugunu ve anerop
bakterilere en sik olarak sirasiyla, Escherichia coli, koagiilaz negatif stafilokoklar,
Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumoniae’nin eslik ettigini bildirmislerdir.
Kanser hastalarimin kan kiiltiirii 6rneklerinde enfeksiyon etkenlerinin arastirildig bir
calismada [68], anaerop bakteri enfeksiyonlarina en sik Escherichia coli’nin eslik

ettiginden bahsedilmistir.

Demir C. [59], 2015 yilindaki tez ¢alismasinda, anaerop iireme olan
orneklerde engok B.fragilis grup(%50), ikinci siklikta Prevotella spp.(%32.1),
ticiincii siklikta Fusobacterium spp. (%17.9) izole edildi.

67



Wybo ve ark. [11] ¢alismalarinda anaerop izolatlardan en sik Bacteroides ve
Parabacteroides spp. (%45) izole edildigini, Prevotella spp. ve diger Gram negatif
basiller % 13, anaerop koklar % 13, Fusobacterium spp. % 5, sporsuz anaerop gram

pozitif basiller % 10, Clostridium spp. % 9 oranda iiredigini saptamislardir.

Bizim  ¢alismamizda i{ireme saptanan Orneklerden toplam 219
mikroorganizma izole edilmis olup bunlarin 95’1 anaerop bakteri, 122’si aerop/
fakiiltatif anaerop bakteri ve 2’si Candida tiirii idi. 124 aerop mikroorganizmadan en
stk Viridans grubu streptokoklar(43), ikinci siklikta S.aureus(27), gram negatiflerden
de en sik E.coli (12) izole edilmistir. (Tablo 16).

Bahsedilen c¢alismalardan aerop verisi olanlardan genel bir sonug
cikarilamamakla beraber bizim c¢alismamiz karsilagtirildiginda, gram pozitif
koklardan S.aureus’un ve gram negatif basillerden E.coli’nin en sik iireyen etkenler
oldugu bulunmustur. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi candida sayisi oldukea diisiik
bulunmustur. Bizde de gram negatiflerden en sik E.coli iiremistir. Gram pozitif
koklardan ise viridans grubu streptokoklar ilk sirada iirerken, S.aureus ikinci siklikta
tiremistir. Bunun nedeni bizim c¢alismamizin sadece anaerop kiiltiirlerin

degerlendirilmesinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Bizim calismamizda anaerop izolatlarin %72.8’ini gram pozitif anaeroplar,
%27.2° ini gram negatif anaeroplar olusturmaktaydi. Gram pozitif anaeroplardan en
stk Propionobacterium spp. (10), ikinci siklikta Actinomyces spp. (8) soyutlanmistir.
Gram pozitif anaerop koklardan ise en sik Peptostreptococcus spp. (5) ve
Anaerococcus spp. (5) i1zole edilmistir. Gram negatif anaeroplardan ise en fazla

B.fragilis grup (5) ve Prevotella spp. (4) izole edilmistir.

Yukarida bahsedilen ¢aligmalarin sekizinde ise anaerop iliremelerden 1.siray1
gram negatif anaerop basiller, caligmalardan birinde gram pozitif basiller, diger
calismada da gram pozitif koklarin aldigi saptanmistir. Genellikle gram pozitif
anaerop basiller 2.siklikta, gram pozitif anaerop koklar 3.siklikta {iremistir Bu
calismalarla karsilastirildiginda  bizim ¢alismamizda anaerop gram negatif
bakterilerin ¢ok daha diisiik oranda ¢iktig1 bulunmustur. Benzer sekilde Gram negatif

bakterilerden en sik B.fragilis, gram pozitif anaerop koklardan en sik
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Peptostreptococcus  spp., gram pozitif anaerop basillerden de en sik

Propionobacterium spp. izole edilmistir.

Anaerop antimikrobiyal duyarlilik test yontemlerinden agar diliisyon metodu
referans yontem olarak kabul edilmektedir. Ancak bu yontem zahmetlidir ve rutin
kullanim i¢in pratik degildir. Aerop bakterilerde siklikla kullanilan ve bir referans
yontem olarak kabul edilen sivi mikrodiliisyon yontemi ise yalnizca B. fragilis grup
icin onay almistir. Bizim calismamizda kullandigimiz yontem olan ve Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayr almis E test ise diger yontemlere gdre nispeten
pahali olmakla birlikte, 6zellikle izolat say1s1 az oldugunda test edilmesinde Onerilen,

pratik ve giivenilir bir yontemdir [59].

Jeverica ve ark. [58] B.fragilis grubunun % 99°u penisiline, %8’1 amoksisilin
klavulunata, %1°1 imipeneme, %27’si klindamisine diren¢li bulunmustur.
B.theatomicron en direncli (%42), B.fragilis en duyarli izolat olarak bulunmustur.
B.fragilis izolatlarinin, non B.fragilis izolatlarina gére amoksisilin klavulunat ve
klindamisine daha direngli, imipeneme daha duyarli oldugu tespit edilmistir.

B.fragilis grup izolatlarindan hi¢biri metronidazole diren¢li bulunmamistir.

Tiirkkan AA. [56], 2008 yilindaki tez c¢aligmasinda, metronidazole direng
12/51 (%23.5) bulunmustur. B.fragilis grup izolatlarinda metronidazol direnci %14.2
olarak bulunmustur. Tikarsilin klavulunat ve piperasilin tazobaktama direng
saptamamiglardir. Klindamisine diren¢ en fazla B.fragilis grup izolatlarinda (8/14)

saptanmuistir.

Toprak N.U. ve ark. [69]’'nin 100 B.fragilis izolat1 ile yaptig1 ¢alismada,
izolatlarin tamami imipenem, amoksisilin klavulunat ve metronidazole duyarh

bulunmustur.

Taner Z. [64] ’in, 2015 yilindaki tez ¢alismasinda, 2 B.fragilis izolatinin ikisi
de penisilin ve sefoksitine direngli, imipenem, metronidazol, klindamisin ve

amoksisilin klavulanata duyarli bulunmustur.

Demir C. [59], 2015 yilindaki tez calismasinda, en yiiksek direng oranlari
penisilin (%78.5) ve sefoksitinde (%21.4) tespit edilmistir. Klindamisine direng¢ en
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fazla B.fragilis grup izolatlarinda (%28.5) saptanmis. B.fragilis grup izolatlarindan

hi¢birinde metronidazol direnci goriilmemistir.

Syndman ve ark. [52] 6574 anaerop bakteri ile yaptiklar1 calismada
karbapenemler ve piperasilin tazobaktama sirasi ile diren¢ oranlarint %0.9 ve %2.3
olarak bulmus ve en efektif ajanlar olarak saptamiglardir. Bu siire¢te metronidazol

direngli Bacteroides susu ilk kez izole edilmistir.

Bizim ¢alismamizda Bacteroides fragilis suslarinda, metronidazol, sefoksitin
ve imipenem i¢in diren¢ oranlar1 1/4, kloramfenikol i¢in 3/4, benzilpenisilin igin 4/4
olarak saptandi. Bir Bacteroides theatomicron susu benzilpenisiline direngli
bulunurken, imipenem, sefoksitin, metronidazol ve kloramfenikole duyarli bulundu.
Jeverica ve ark. [58]" dan farkli olarak B.theatomicron en duyarh izolat olarak
bulunmustur (tablo 18). B.fragilis grubunun hepsi penisiline direngli bulunmustur.
Bu oranin ¢ok yiiksek olmast diger calismalarla uyumlu bulunmustur. Ayrica bu
caligmalarin biiyiik kismindaki gibi B.fragilis grubunun imipenem ve metronidazole

duyarli olugu bulunmustur.

Jeverica ve ark. [58] Prevotella spp.’lerde %60 oranda penisilin direnci tespit
edilmistir. Gram negatif anaerop basillerden Fusobacterium spp.’de direncin en az
oldugu bulunmustur. Veillonella tiirlerinde penisilin direnci %59 olarak tespit

edilmistir.

Bizim ¢alismamizda Prevotella suslarinda kloramfenikole ve benzilpenisiline
2/3 diren¢ saptanmusken. Ug Prevotella susu da imipenem, metronidazol ve
sefoksitine duyarli bulundu 1ki Fusobacterium nechrophorum suslarinda
metronidazol’e 1/2 direng saptand. iki sus da imipenem, sefoksitin, kloramfenikol ve
benzilpenisiline duyarlt bulundu. Bir Veilonella spp. susu, kloramfenikol ve
penisiline direngli bulunurken, imipenem, sefoksitin ve metronidazole duyarl

bulundu. (Tablo 18)

Bahsedilen ¢alismada Gram negatif anaeroplarda pensilin direncinin yiiksek
olmast Fusobacterium spp.’de direncin ¢ok az olmasi bizim ¢alismamizla uyumlu

bulunmustur.
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Taner Z. [64] ’in, 2015 yilindaki tez ¢alismasinda, 3 Propionobacterium
acnes susunun 3’1 de penisilin, imipenem, klindamisin, sefoksitin, metronidazol,
amoksisilin klavulunata duyarli bulunmustur. 9 Peptostreptococcus tiirliniin hepsi
imipenem, klindamisin ve amoksisilin klavulunata duyarli, 3’i penisiline, 3’1

sefoksitine, 1’1 metronidazole direngli olarak saptanmistir.

Jeverica ve ark. [58] Gram pozitif anaerop koklarda penisilin direncinin nadir
(%2) oldugu, en sik P.anaerobius (%]11) tirlerinde goriildiigi saptanmistir. Gram
pozitif anaerop koklarda imipenem ve metronidazole direng tespit edilmemistir.
Propionobacterium’ larda penisilin direnci %100 tespit edilmistir. Bunlarin hepsi
imipeneme duyarli bulunmustur. Metronidazoliin anaeroplarda %100 etkili oldugunu

bulmuslardir.

Bizim ¢alismamizda Propionobacterium spp. i¢in benzilpenisilin direnci 1/10
olarak oldukea diisiik oranda ¢ikmistir. Imipenem direnci de 1/10 oraninda olarak
oldukca diisiik bulunmustur. Metronidazol direnci ise bu ¢alismalardan farkli olarak

%100 bulunmustur.

Anaerop gram pozitif koklar i¢cin imipenem, sefoksitin ve kloramfenikol
direnci disiikken, metronidazol ve benzilpenisilin direnci oldukc¢a yiiksek
bulunmustur. Bu calismalarla beraber degerlendirme yapildiginda anaerop gram

pozitif koklar i¢in en effektif ajanlardan biri imipenem oldugu sdylenebilir.

Barberis ve ark.[70] 113 Actinomyces spp. ile yaptiklar1 ¢aligmada izolatlarin
hepsinin penisilin, seftriakson, vankomisin ve linezolide duyarli bulmuslardir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde 8 Actinomyces susu igin benzilpenisilin direnci tespit

edilmemistir.

Liderot ve ark. [71] kan Orneklerinden elde ettikleri 18 E. lenta ile yaptiklar
calismada benzilpenisilin ve piperasilin tazobaktama yiiksek oranda direng tespit

etmislerdir.

Bizim calismamizda da benzer sekilde 2 Eggerrthella spp.’nin ikisi de

benzilpenisiline direngli bulunmustur.
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Wyboo ve ark.[11] 403 anaerop izolatla yaptiklari c¢alismada izolatlarin
%98’ini kloramfenikole, % 92 ‘sini metronidazole, %40’ penisiline, %79’ unu
sefoksitine, %96’simn1 meropeneme, %94’linii amoksisilin klavulunata, %91’ini de

piperasilin tazobaktama duyarli bulmuslardir.

Koru ve ark.[9]’nin 60 anaerop ile yaptiklari ¢aligmada imipenem en effektif
(%100) ajan olarak tespit edilmistir. Diger antibiyotiklere duyarlilik oranlar ise
penisilin %36.7, amoksisilin klavulunat %83.3, metronidazol %85, sefoksitin %88.3

ve kloramfenikol %96.6 olarak saptanmistir.

Diger calisma sonuclari ile beraber bizim ¢alismamiz degerlendirildiginde
anaeroplar i¢in giivenilir antibiyotigin olduk¢a degisken oldugu, direng profillerinin
tiire gore, bolgesel vb. nedenlerle degisebildigi soylenebilir. Bizim c¢alismamizin
sonucuna gore gram negatif anaeroplar i¢in sirasi ile en effektif ajanlar sefoksitin,
imipenem ve metronidazol iken, gram pozitif anaeroplar icin en etkin ajanlar sirasi
ile sefoksitin, imipenem ve kloramfenikoldiir. Buna gore anaerop mikroorganizmalar

icin sefoksitin ve imipenemin en etkili antimikrobiyaller oldugu sdylenebilir.

Tanimlamada kullandigimiz MALDI-TOF MS yonteminin dakikalar i¢inde
sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek sonu¢ verebilmesi ve beraberinde identifikasyon
diskleri ile kontrol, ¢calismamizin giivenilirligini arttirmistir. Bununla beraber klinik
orneklerden tanimlanan 95 adet anaerop bakterinin ancak 59 ‘una antibiyogram
yapilabilmis, digerlerinin pasaj ve antibiyogram asamasinda iiretilememistir. Bu
durum, ozellikle oksijene hassasiyeti yiiksek anaerop bakteriler i¢in anaerop kabinde
calismanin gerekliligi ve besiyerlerinin anaerop islemlerden 12-24 saat 6nce anaerop
ortamda bekletilmesinin faydali olabilecegini  diislindiirmektedir. ~ Anaerop
kabinimizin olmamasi ve besiyerlerini ¢aligma dncesi anaerop ortamda bekletmemek

calismamizin kisithiliklari olabilir.

Sonug olarak, anaerop bakteriler; agir ve mortal olabilen enfeksiyonlara
neden olmasi agisindan oldukca 6nemli olmalarina ragmen, anaerop bakteriyoloji
oldukea vakit alict ve zahmetlidir. Bu ¢aligmalar kismen yiiksek maliyetlidir, sabir ve
deneyim gerektirir. Ornegin alinma sekli, zamani, laboratuvara ulastiriimast siiresi ve

sekli gibi oldukca 6nemli olan sahip pre-analitik evre 6nemli Olciide klinisyen ve
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Ornegi transfer eden personele bagimlidir. Bu nedenle en ideal sonug i¢in klinisyenle

isbirligi ve iletisim ¢ok onemlidir.

Klinik 6rnek laboratuvara ulastiktan sonra analitik ve postanalitik evrenin de
en ideal sartlarda yapilmasi gerekir. Bunun i¢in besiyerlerinin kontaminasyondan
uzak ve taze olmasi, optimum sartlarda saklanmasi, kiiltiir, izolasyon, identifikasyon
ve antibiyotik duyarlilik testlerinde standartlara uyulmasi ve dikkatli c¢aligilmasi

Ozellikle anaerop bakteriyoloji i¢in biiyiik onem tagimaktadir.

Anaerop bakteriler i¢in rutinde antimikrobiyal duyarlilik testi yapilmasi
gerekli olmamakla beraber, en azindan direng profili yiiksek olarak tahmin edilen
izolatlara uygulanmali yada izole edilen izolatlar saklanarak belirli araliklarla
antibiyogramlar1 calisilip duyarlilik ve direng durumlari raporlanmalidir. Boylece,
anaeroplardaki diren¢ durumu ile ilgili iilkemiz verilerine katki saglanabilecegini ve

akilc1 antibiyotik kullanimi i¢in 6nemli bir veri elde edilebilecegi diisiincesindeyiz.
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7. SONUCLAR

1. Calismaya alinan 357 6rnegin 45’inde (% 12.6) sadece anaerop, 89’unda
(% 24.9) sadece aerop/ fakiiltatif anaerop, 19’unda (%5.3) hem aerop hem de
anaerop iireme saptandi. Orneklerin 204 (% 57.1)’iinde iireme olmamistir. Anaerop
istemle gelen ve isleme alinan kiiltiirlerin 64’tinde (%17.9) anaerop iireme oldu

(Tablo 15).

2. Orneklerin 224°{i (% 62.7) apse, 15’i (%4.2) asit mayi, 9°u(%2.5) safra
stvist, 25’1 (%7) plevra, 36 (%10)’s1 eklem, 4 8 (%13.4)’1 doku 6rnegi idi. Toplam

359 ornegin 2 tanesi red kriterlerine gore (ekiivyonla geldigi i¢in) kabul edilmedi.

3. Kiiltirde iireyen anaerop bakterilerin c¢ogunlugu (%49.4) abse

orneklerinden elde edilmistir.

4. Anaerop istemle gelen ve isleme alman kiiltiirlerin 64’ {inde (%17.9)
anaerop ireme oldu. Anaerop lireme saptanan 64 ornekten 95 adet anaerop bakteri

soyutlandi. Her bir anaerop lireme basina 1.4 adet anaerop bakteri iremesi oldu.

5. Ureme saptanan orneklerden toplam 219 mikroorganizma izole edilmis
olup bunlarin 95’1 anaerop bakteri, 122’si aerop/ fakiiltatif anaerop bakteri ve 2’si
Candida tirii idi. 348 apse 6rneginden 45’inde anaerop, 19’unda aerop ve anaerop

bakteri soyutlandi.

6. Anaerop ilireme olan Orneklerde en ¢ok Anaerop gram pozitif bakteriler
(n:43) (%72.8) izole edilmistir. Gram negatif bakteriler (n:16) (%27.2) daha diisiik

oranda saptanmustir.

7. Gram negatif anaeroplardan engok izole edilenler Bacteroides fragilis grup
(n:5) ve Prevotella spp. (n:3) iken, gram pozitif anaeroplardan Propionobacterium

spp. (n:10) ve Actinomyces spp. ( n:8) olmustur.
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8. Test edilen antibiyotikler arasinda en yiiksek oranda direng, Penisilin ve
Metronidazole sirasiyla 42/59 (%71.1) ve 28/59 (%47.4) olarak tespit edildi.
Sefoksitine diren¢ en az bulundu (7/59) (%11.8). Bacteroides fragilis grup

izolatlarinda metronidazol direnci 1/5 (%20) oranda saptandi.

9. Anaerop bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin diinyada yaygin
goriilmesi, yiiksek oranda mortalite ve morbiditeye neden olabilmesi, ampirik
tedavinin etkinliginin cins ve tiirler arasindaki direng farkliliklar1 nedeniyle yetersiz
olabilecegi ve diinya c¢apinda artan direng profili nedeniyle etken
mikroorganizmalarin identifikasyonu ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinin

ve raporlanmasinin dnemli oldugu sonucuna varilmistir.
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